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1 Einleitung
Das Spurenelement Kupfer (Cu) ist essenziell für den Stoffwechsel aller Lebewesen.
Aufgrund seiner Fähigkeit, zwischen dem stabilen oxidierten (Cu2+) und dem instabileren
reduzierten (Cu1+) Zustand zu wechseln, dient es als Enzym-Cofaktor in einer Reihe von
fundamentalen Redox-Reaktionen, die z.B. bei der Zellatmung und der Photosynthese,
dem Abbau freier Radikale, dem Eisenstoffwechsel sowie der Biosynthese von
Neurotransmittern eine Rolle spielen. Andererseits wirkt die durch seine
Redoxeigenschaften bedingte Reaktivität von Cu in biologischen Systemen extrem
toxisch, wenn es frei in der Zelle vorliegt. So kann der Übergang von Cu1+ zu Cu2+ in der
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) resultieren, die eine Schädigung der DNA,
von Lipiden der Membran, von Proteinen und anderen Biomolekülen hervorrufen.
Außerdem kann freies Cu mit hoher Affinität unspezifisch an Histidin-, Cystein- und
Methioninreste von Proteinen binden und diese dadurch inaktivieren oder andere Metall-
Cofaktoren von ihren natürlichen Liganden verdrängen. Die Notwendigkeit für die
lebende Zelle, Cu als Cofaktor von essenziellen Enzymen zu nutzen und sich gleichzeitig
vor dessen Toxizität zu schützen, hat die Entwicklung von streng regulierten
Mechanismen der Cu-Homeostasis erforderlich gemacht (zur Übersicht: Labbé und
Thiele, 1999; Camakaris et al., 1999; Peña et al., 1999; Harrison et al., 2000).
1.1 Mechanismen der Cu-Homeostasis
Die Bedeutung der Aufrechterhaltung der Cu-Homeostasis wird deutlich durch die
Existenz genetischer Erkrankungen des Menschen, bei denen eine Störung im zellulären
Cu-Transport auftritt. Diese Störung kann Cu-Mangel in einer Reihe von Geweben
verursachen, der zu neurodegenerativen Erscheinungen führt (Menkes disease), oder
eine Akkumulation von Cu in Leber- und Gehirnzellen bewirken, die in einer oft mit
neurodegenerativen Symptomen einhergehenden Leberzirrhose (Wilson disease)
resultiert (zur Übersicht: Bull und Cox, 1994; Harris und Gitlin, 1996; Camakaris et al.,
1999).
In der Zelle gibt es eine Vielzahl von Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Cu-
Balance, die auf verschiedenen Ebenen eingreifen. Studien in der Hefe S. cerevisiae
haben hierzu wichtige Informationen geliefert (Abb. 1), die zu einem umfassenden
Verständnis der Cu-Homeostasis in eukaryotischen Zellen beitragen.
Ein entscheidender Ansatzpunkt der Regulation ist die Cu-Aufnahme in die Zelle, die in
S. cerevisiae hauptsächlich durch die high affinity Cu Transporter Ctr1p und Ctr3p
vermittelt wird (Dancis et al., 1994; Knight et al., 1996). Beide Proteine befinden sich in
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der Plasmamembran und sind hochspezifisch für Cu1+. Da Cu außerhalb der Zelle als
Cu2+ vorliegt, wird es zunächst durch die ebenfalls in die Plasmamembran integrierten
Cu2+/Fe3+-Reduktasen Fre1p und Fre2p zu Cu1+ reduziert (Georgatsou et al., 1997). Cu1+
weist im Vergleich zu Cu2+ ein eingeschränkteres Spektrum an potenziellen chemischen
Liganden auf, somit könnte die Reduktion eine wichtige Voraussetzung für die Spezifität
der Cu-Aufnahme sein (Labbé und Thiele, 1999). Die Genexpression der Komponenten
der hochaffinen Cu-Aufnahme-Maschinerie wird unter Cu-Mangel aktiviert, indem das
nukleäre Mac1p an sog. CuRE (Cu response elements) in den Promotorbereichen der
Gene CTR1, CTR3 und FRE1 bindet und die Transkription initiiert (Labbé et al., 1997;
Yamaguchi-Iwai et al., 1997). Bei erhöhten Cu-Konzentrationen kann Cu an Mac1p
binden, was zu Konformationsänderungen des Proteins führt, die sowohl die DNA-
bindende als auch die transaktivierende Funktion des Transkriptionsfaktors reprimieren
(Labbé et al., 1997; Graden und Winge, 1997). Unter sehr hohen Cu-Konzentrationen
wird Mac1p rasch und spezifisch abgebaut (Zhu et al., 1998a). Zusätzlich zur
transkriptionellen erfolgt eine posttranslationale Regulation der Cu-Aufnahme. So wird
Ctr1p bei hohen extrazellulären Cu-Konzentrationen spezifisch in einem Endocytose-
unabhängigen, noch unbekannten Prozess degradiert (Ooi et al., 1996).
Ein Hinweis auf die evolutionäre Konservierung des Prozesses der zellulären Cu-
Aufnahme ist die Entdeckung von Orthologen in Säugerzellen (z.B. hCTR1 in Homo
sapiens: Zhou und Gitschier, 1997) und in Arabidopsis thaliana (COPT1: Kampfenkel et
al., 1995) aufgrund ihrer Fähigkeit, eine S. cerevisiae ctr1-Mutante funktionell zu
komplementieren.
Cu liegt in der Zelle nicht frei in seiner toxischen Form vor. Für S. cerevisiae wurde die
Konzentration an freiem cytoplasmatischem Cu mit <10-18 M bestimmt. Diese
Konzentration liegt mehrere Größenordnungen unter jener, die bei einem freien Cu-Atom
pro Zelle gemessen werden würde (Rae et al., 1999). Die Autoren schlussfolgerten
daraus, dass das intrazelluläre Milieu eine außerordentlich hohe Chelatierungskapazität
aufweisen muss. Eine Klasse von Proteinen, die Cu in der Zelle binden und dadurch
einerseits ein Cu-Reservoir und andererseits ein effektives Detoxifikationssystem bei
erhöhten Cu-Konzentrationen darstellen, sind die Metallothionine, kleine cysteinreiche
Proteine, die für viele eukaryotische Organismen beschrieben wurden (zur Übersicht:
Dameron und Harrison, 1998). In S. cerevisiae wird die Expression von zwei
Metallothionin-Isoformen (CUP1, CRS5) bei erhöhter Cu-Konzentration durch den Cu-
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abhängigen Transkriptionsfaktor Ace1p dramatisch gesteigert (Huibregtse et al., 1989;
Evans et al., 1990; Culotta et al., 1994).
Die intrazelluläre Bindung von Cu an Liganden mit unterschiedlicher Affinität stellt zwar
einen effektiven Schutz vor dessen Toxizität dar, limitiert aber auch seine Verfügbarkeit
für den Einbau in Cu-abhängige Enzyme. Zudem befinden sich diese Enzyme in
unterschiedlichen Zellkompartimenten. Es stellte sich also die Frage, durch welchen
Mechanismus Cu korrekt in die entsprechenden Enzyme an den verschiedenen Wirkorten
inseriert wird. Die Identifizierung einer neuen Familie von evolutionär konservierten
Proteinen, den Cu-Chaperonen, führte zur Entdeckung von spezifischen Cu-
Transportwegen in der Zelle. Cu-Chaperone sind lösliche Cu-bindende Proteine, deren
physiologische Funktion es ist, im Cytosol mit Cu-chelatierenden Molekülen (z.B.
Metallothionine) um die in die Zelle aufgenommenen Cu-Ionen zu konkurrieren, sie zu
binden und spezifisch zu einem bestimmten Zielprotein zu leiten (Bush, 2000;
Rosenzweig und OHalloran, 2000; OHalloran und Culotta, 2000). Die genauen
Mechanismen der Beladung der Chaperone mit Cu sind bislang nicht bekannt (Harrison
et al., 2000). Der Befund, dass der Ausfall eines Cu-Chaperons nicht durch die
Überexpression eines anderen kompensiert werden kann, deutet auf eine spezifische
Interaktion des Cu-Chaperons mit seinem Zielprotein während des Cu-Transfers hin
(Harrison et al., 2000).
Bisher wurden drei Cu-Transportwege in der Zelle beschrieben, die innerhalb der
Eukaryoten und teilweise auch bei den Prokaryoten konserviert sind (siehe 1.2 - 1.4 und
Abb. 1). Die Spezifität der Cu-Chaperone für ein bestimmtes Zielprotein lässt jedoch die
Existenz weiterer Cu-Chaperone vermuten (Eide, 1998; Peña et al., 1999). So könnte der
Cu-Transport in den Zellkern, wo sich die Cu-Sensorproteine Mac1p und Ace1p
befinden, durch Cu-Chaperone vermittelt werden. Desweiteren deutet der Befund, dass in
S. cerevisiae drei vakuoläre Proteine (Vma3p, Pep3p und Pep5p) für eine effektive Cu-
Detoxifikation notwendig sind, auf eine Funktion der Vakuole bei der Speicherung von
überschüssigem Cu hin (Eide et al., 1993; Szczypka et al., 1997). Obwohl noch völlig
unklar ist, ob der Cu-Transport in die Vakuole Chaperon-vermittelt stattfindet (Peña et
al., 1999), werden die Metallothionine Cup1p und Crs5p als mögliche Kandidaten für
diese Funktion in Betracht gezogen (Eide, 1998).
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Abb. 1: Überblick über die wichtigsten Komponenten der Cu-Homeostasis in S. cerevisiae
(verändert nach Labbé und Thiele, 1999; OHalloran und Culotta, 2000)
Nach Reduktion von Cu (Fre1p/Fre2p) findet die Cu-Aufnahme hauptsächlich durch die
hochaffinen Cu-Transporter Ctr1p/Ctr3p statt. Weiterhin sind die drei bekannten Cu-
Transportwege in der Zelle dargestellt: zum Fet3p im sekretorischen Weg via Atx1p und Ccc2p,
zur Cu/Zn-SOD1 im Cytosol via CCS und zur COX in den Mitochondrien via Cox17p  die
Rolle von Sco1p/Sco2p und Cox11p dabei ist noch offen. An der Chelatierung von freien Cu-
Ionen im Cytosol sind die Metallothionine Cup1p und Crs5p beteiligt. Im Zellkern aktiviert der
Transkriptionsaktivator Mac1p in Abwesenheit von Cu die Transkription der für die Cu-
Aufnahme nötigen Komponenten, der Transkriptionsaktivator Ace1p induziert bei höheren Cu-
Konzentrationen die Expression der Metallothionine und der Cu/Zn-SOD1.
Für alle mit *  gekennzeichneten Proteine wurden humane Homologe oder Orthologe
identifiziert.
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1.2 Cu-Transport zum Golgikompartiment
In S. cerevisiae wurde als erstes das Cu-Chaperon entdeckt, das Cu spezifisch zum trans-
Golgikompartiment und damit zum sekretorischen Weg bringt: Atx1p - ein lösliches
cytosolisches Protein, das im N-terminalen Bereich ein Metallbindemotiv (MXCXXC)
trägt (Lin und Culotta, 1995; Lin et al., 1997). Atx1p-ähnliche Cu-Chaperone sind
evolutionär gut konserviert, so wurden Orthologe in Säugern (z.B. Hah1p aus Homo
sapiens: Klomp et al., 1997), in Pflanzen (CCH aus Arabidopsis thaliana: Himelblau und
Amasino, 2000) und auch in Bakterien (copZ aus Enterococcus hirae: Odermatt und
Solioz, 1995; Cobine et al., 1999) gefunden. Die Atx1-Proteine liefern Cu an Cu-
transportierende P-Typ ATPasen, die ebenfalls evolutionär konserviert sind. Diese
integralen Membranproteine, die bei Eukaryoten in der Golgi-Membran vorliegen, tragen
im N-terminalen, ins Cytosol ragenden Proteinteil ein oder mehrere Cu-Bindemotive. Ein
weiterer cytosolischer Bereich, der sich zwischen zwei transmembranen Helices befindet,
trägt eine ATP-Bindestelle (z.B. Payne und Gitlin, 1998). Die Energie aus der ATP-
Hydrolyse wird genutzt, um Cu durch die Membran zu transportieren, wobei der genaue
Mechanismus noch nicht gut verstanden ist (zur Übersicht: Dameron und Harrison, 1998;
Eide, 1998; Camakaris et al., 1999).
In S. cerevisiae vermittelt die P-Typ ATPase Ccc2p den Cu-Transport in das Golgi-
Lumen (Yuan et al., 1995), der Voraussetzung ist für die Aktivierung des Fet3-Proteins.
Nach der Insertion von Cu in Fet3p wird diese Multi-copper Oxidase zur
Plasmamembran transportiert, wo sie eine essenzielle Komponente des hochaffinen
Eisen-Aufnahmesystems darstellt (De Silva et al., 1995; Stearman et al., 1996).
Im Menschen werden zwei Formen dieser Cu-Transporter exprimiert: das vom ATP7A-
Gen codierte Menkes Protein (MNK) und das vom ATP7B-Gen codierte Wilson
Protein (WND). Beide Proteine sind zu ca. 54 % identisch. Die bereits erwähnten
Erkrankungen Menkes disease und Wilson disease werden durch Mutationen in den
entsprechenden Genen verursacht. Während MNK in allen Geweben mit Ausnahme der
Leber exprimiert wird, erfolgt die Expression vom WND vorwiegend in der Leber (zur
Übersicht: Harris und Gitlin, 1996). Intrazellulär erhalten beide Proteine an der Golgi-
Membran Cu vom cytosolischen Hah1p und beliefern Cu-abhängige Enzyme des
sekretorischen Weges. So ist beispielsweise WND verantwortlich für die Cu-Beladung
von Ceruloplasmin. Dieses zum Fet3p aus S. cerevisiae funktionell homologe Protein ist
essenziell im humanen Eisen-Stoffwechsel und außerdem ein wichtiges Cu-
Speicherprotein (Gitlin, 1998).
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Kürzlich wurde ein Homologes zu den beschriebenen P-Typ ATPasen in Arabidopsis
thaliana identifiziert: RAN1, ein für den Ethylen-Signalweg essenzielles Protein, pumpt
Cu in den Golgi, wo vermutlich die Cu-Beladung eines im Ethylen-Signalweg
involvierten Hormonrezeptors erfolgt (Hirayama et al., 1999; Himelblau und Amasino,
2000).
Eine weitere wesentliche Komponente der zellulären Cu-Homeostasis ist der Export von
überschüssigem Cu aus der Zelle. Dieser Mechanismus ist ubiquitär verbreitet und wird
ebenfalls durch Cu-transportierende P-Typ ATPasen vermittelt, beispielsweise durch
copB in Enterococcus hirae (Odermatt et al., 1993; 1994) oder copA in E. coli (Rensing
et al., 2000). Diese beiden prokaryotischen Cu-Transporter weisen signifikante
Ähnlichkeit zu MNK/WND und Ccc2p auf. Interessanterweise sind die humanen
Proteine MNK und WND neben ihrer Funktion als Cu-Transporter in das
Golgikompartiment auch an der Ausschleußung von Cu aus der Zelle unter Bedingungen
des Cu-Überschusses beteiligt. Dabei wird ihre intrazelluläre Lokalisierung Cu-abhängig
reguliert: bei hohen Cu-Konzentrationen werden sie in Cu-gebundender Form vom trans-
Golgikompartiment zur Plasmamembran transportiert (zur Übersicht: Harris und Gitlin,
1996; Camakaris et al., 1999). Dem in der Leber exprimierten WND kommt eine
wichtige Rolle im Cu-Stoffwechsel des gesamten Körpers zu, da es durch den Cu-Efflux
aus der Zelle die Exkretion von Cu in die Gallenflüssigkeit bewirkt (Dijkstra et al.,
1996). Es liegen bislang keine Daten vor, die auf einen Cu-Export bei S. cerevisiae,
möglicherweise Ccc2p-vermittelt, hindeuten.
Die Funktion der Atx1-Proteine als Cu-Chaperone wurde durch folgende experimentelle
Daten bestätigt: Für Atx1p aus S. cerevisiae und für das humane Hah1p konnte eine
spezifische Cu1+-Bindung über das MXCXXC-Motiv gezeigt werden (Hung et al., 1998;
Rosenzweig et al., 1999). Außerdem wurde für beide Proteine eine direkte Interaktion
mit der N-terminalen Cu-bindenden Domäne der entsprechenden Cu-Transporter (Ccc2p,
MNK und WND) nachgewiesen (Pufahl et al., 1997; Hamza et al., 1999; Larin et al.,
1999). Kürzlich gelang es, in vitro den direkten Cu-Transfer von Atx1p zur N-terminalen
Domäne von Ccc2p zu demonstrieren (Huffman und OHalloran, 2000).
1.3 Cu-Transport zur Cu/Zn-Superoxid-Dismutase
Die Cu/Zn-abhängige Superoxid-Dismutase (SOD1) ist ein lösliches Enzym im Cytosol,
das als Homodimer aktiv ist und die Disproportionierung der für die Zelle schädlichen
Superoxid-Anionen zu Wasserstoffperoxid und O2 katalysiert. Die Insertion von Cu in
SOD1 erfordert aufgrund der limitierten Verfügbarkeit an freien Cu-Ionen in vivo (Rae et
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al., 1999) ein Cu-Chaperon, das zuerst in S. cerevisiae identifiziert wurde (Lys7p =
yCCS: Horecka et al., 1995). Danach erfolgte die Klonierung des humanen Copper
Chaperone for SOD1 (SOD4 = hCCS: Culotta et al., 1997). Die CCS-Proteine befinden
sich wie ihr Zielprotein im Cytosol (Culotta et al., 1997). Sie weisen im Gegensatz zu
den Atx1-Proteinen drei unterschiedliche Regionen auf, die sich in drei funktionell
distinkte Domänen falten (Schmidt et al., 1999). Domäne I am N-Terminus zeigt
signifikante Homologie zu Atx1p und beinhaltet auch das MXCXXC-Motiv. Diese N-
terminale Domäne ist nur unter extrem Cu-limitierenden Bedingungen für die
Aktivierung der SOD1 notwendig (Schmidt et al., 1999). Domäne II ist homolog zum
Zielprotein SOD1; besonders die für die Homodimerisierung von SOD1 essenziellen
Aminosäuren sind konserviert. Erwartungsgemäß bilden CCS und SOD1 über diese
Aminosäuren Heterodimere und es wird angenommen, dass diese transiente Interaktion
den Cu-Transfer einleitet (Casareno et al., 1998; Lamb et al., 2000). Die aus nur 30
Aminosäuren bestehende Domäne III ist hochkonserviert unter den CCS-Homologen,
trägt ebenfalls ein Cu-Bindemotiv (CXC) und ist außerdem an der Interaktion mit SOD1
beteiligt. Da die Cu-Bindungsstelle von SOD1 unzugänglich ist, wird angenommen, dass
Domäne III den Zugang zu dieser als Voraussetzung für den Cu-Transfer verschaffen
könnte und dadurch die Interaktion zwischen CCS und SOD1 stabilisiert (Schmidt et al.,
2000). Für hCCS wurde gezeigt, dass Domäne I und III an der Cu1+-Bindung beteiligt
sind (Eisses et al., 2000).
Eine Beobachtung, die die Komplexität der Cu-Homeostasis-Mechanismen deutlich
macht, ist die Ace1p-vermittelte Erhöhung der Expression von SOD1 bei hohen Cu-
Konzentrationen in S. cerevisiae (Gralla et al., 1991), die in einem verstärkten Schutz der
Zelle vor Cu-Toxizität resultiert. Folgende Befunde sprechen dafür, dass dieser Schutz
unabhängig von der Funktion des Enzyms bei der Detoxifikation von Sauerstoffradikalen
ist, sondern vielmehr auf eine Sequestrierung von Cu durch SOD1 zurückzuführen ist: 1.
Die Ace1p-vermittelte Induktion von SOD1 ist nicht essenziell für die Entgiftung der
hochreaktiven Superoxid-Anionen. 2. SOD1 schützt auch unter anaeroben Bedingungen
vor Cu-Toxizität. 3. Es wurden Suppressoren beschrieben, die in ∆sod1-Zellen Schutz
vor Sauerstoffradikalen vermitteln, jedoch nicht der erhöhten Cu-Sensitivität
entgegenwirken (Culotta et al., 1995). Interessanterweise kann wiederum die
Überexpression der Metallothionine Cup1p und Crs5p ∆sod1-Zellen vor toxischen
Superoxid-Anionen schützen (Tamai et al., 1993). Diese Befunde demonstrieren die
funktionelle Überlappung des Systems, das die Aufrechterhaltung der Cu-Homeostasis
durch Seqestrierung freier Cu-Ionen kontrolliert (Cup1p, Crs5p), mit dem System zur
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Entgiftung toxischer Sauerstoffradikale, die u.a. infolge einer erhöhten Cu-Konzentration
entstehen können (Culotta et al., 1995).
1.4 Cu-Transport in die Mitochondrien
In den Mitochondrien ist bisher nur ein Cu-abhängiges Enzym bekannt: die Cytochrom c
Oxidase (COX). Die Prozesse, die beim Transport von Cu in die Mitochondrien und
beim anschließenden Einbau in den aus mehreren Untereinheiten bestehenden COX-
Komplex stattfinden, sind bislang wenig verstanden. Drei Proteinen, die ebenfalls
evolutionär konserviert sind, wird dabei eine Rolle zugeschrieben: Cox17p, Cox11p und
Sco1p.
1.4.1 Die Cytochrom c Oxidase
Der terminale Enzymkomplex der mitochondrialen Atmungskette, die Cytochrom c
Oxidase (COX), katalysiert den Elektronentransfer vom Cytochrom c auf molekularen
Sauerstoff. Die Energie dieser exergonischen Redox-Reaktion wird zur Translokation
von Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum genutzt; damit ist die COX am
Aufbau eines elektrochemischen Gradienten beteiligt, der letztlich die Synthese von ATP
antreibt. Die COX ist wie die anderen Komponenten der oxidativen Phosphorylierung in
die innere Membran eingelagert und besteht aus mehreren Untereinheiten (UE), deren
Anzahl Organismen-abhängig variiert. So wurden für S. cerevisiae 11 UE (Geier et al.,
1995) und für Säuger 13 UE (Capaldi, 1990) beschrieben. Die drei größten, das
katalytische Zentrum bildenden UE Cox1p - Cox3p werden in der Regel mitochondrial
codiert und synthetisiert, während die restlichen, kerncodierten UE nach ihrer Synthese
im Cytosol in die Mitochondrien importiert werden müssen. Die Röntgenstrukturanalyse
der mitochondrialen COX aus dem Rinderherzmuskel lieferte wesentliche strukturelle
und physikochemische Daten (Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al., 1996). Den Kern
des Komplexes bildet Cox1p, das 12 transmembrane Helices ohne größere
Extramembranbereiche besitzt und für die Sauerstoffreduktion sowie die Protonen-
translokation verantwortlich ist (Ostermeier et al., 1996). Cox1p trägt die an der Katalyse
beteiligten prosthetischen Gruppen Häm a, Häm a3 und CuB, die vollständig im Inneren
des Membran-Bilayers liegen. Desweiteren bindet Cox1p ein Mg- und ein Zn-Ion.
Cox2p besitzt zwei TM-Bereiche. Sein C-terminaler Proteinteil ragt als große polare
Domäne in den Intermembranraum und trägt das binukleäre CuA-Zentrum, das die
Elektronen vom Cytochrom c übernimmt und auf Häm a überträgt. Im Anschluss findet
ein schneller Elektronentransfer auf das binukleäre Häm a3  CuB-Zentrum statt, das den
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katalytischen Kern der Sauerstoffreduktion bildet. Die Rolle von Cox3p, das sieben TM-
Bereiche aufweist, ist weniger klar. Es könnte regulierend auf die Protonen-
translokations-Aktivität von Cox1p und Cox2p wirken (Poyton et al., 1995) oder an der
Assemblierung der anderen UE beteiligt sein (Ostermeier et al., 1996). Die COX aus
dem Rinderherzmuskel bildet Dimere und einige der kerncodierten UE scheinen für die
strukturelle Stabilität des dimeren Enzymkomplexes wichtig zu sein (Tsukihara et al.,
1996). Außerdem wird den kerncodierten UE eine wesentliche Rolle in der Regulation
der Katalyse zugedacht. So sprechen viele Befunde dafür, dass sie die reversible, cAMP-
abhängige Phosphorylierung der COX, die zu einer allosterischen Inhibierung des
Enzymkomplexes bei einem hohen intramitochondrialen ATP/ADP-Verhältnis führt,
sowie die Ca2+-abhängige Dephosphorylierung der COX vermitteln (zur Übersicht:
Kadenbach et al., 2000).
Für die Biogenese des COX-Komplexes ist eine große Zahl an zusätzlichen Genen
notwendig, deren Genprodukte nicht Teil des Holoenzyms sind. Eine Vielzahl dieser sog.
PET-Gene wurden in der fakultativ anaeroben Hefe S. cerevisiae identifiziert (Tzagoloff
und Dieckmann, 1990). Diese eignet sich hervorragend für genetische Untersuchungen
der Atmungskette, da sie im Gegensatz zu strikt aeroben Organismen ihren
Energiebedarf vollständig aus der Vergärung von Substraten decken kann und somit
Defekte der Atmungskette nicht letal sind. Einige der Produkte von PET-Genen wirken
als UE-spezifische Translationsaktivatoren, andere sind an der Assemblierung des
Holoenzyms beteiligt; beide Prozesse der COX-Biogenese sind noch nicht gut verstanden
(zur Übersicht: Grivell et al., 1999). pet-Mutanten, die in der Assemblierung der COX
gestört sind, zeigen einen spezifischen Verlust der Cytochrome a/a3, dagegen sind die
Cytochrome b und c/c1 im Absorptionsspektrum normal nachweisbar. Außerdem kann
keine COX-Aktivität gemessen werden, während die anderen Komponenten der
Atmungskette und der ATPase-Komplex in ihrer Funktion unbeeinträchtigt sind. Für
einige der in S. cerevisiae identifizierten COX-Assemblierungsfaktoren hat man derzeit
keine Anhaltspunkte zu ihrer Funktion (Cox14p: Glerum et al., 1995; Pet100p: Church et
al., 1996; Shy1p: Mashkevich et al., 1997 und Cox18p: Lopes Souza et al., 2000). Bei
anderen gibt es Hinweise auf ihre Rolle in der Assemblierung, die exakten Mechanismen
sind jedoch noch nicht bekannt. So konnte gezeigt werden, dass Oxa1p den Export der
N- und C-Termini von Cox2p aus der Matrix in den Intermembranraum vermittelt (Hell
et al., 1997). Cox20p könnte als membrangebundenes Chaperon fungieren, das für die
Reifung des Cox2p-Precursors sowie für die Interaktion des maturen Cox2p mit anderen
COX-UE in einem späteren Schritt der Assemblierung notwendig ist (Hell et al., 2000).
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Essenziell für einen funktionsfähigen COX-Komplex ist die Synthese und/oder die
Insertion der prosthetischen Gruppen. So sind Cox10p und Cox15p in die Biosynthese
von Häm a involviert (Saiki et al., 1993; Tzagoloff et al., 1993; Barros et al., 2001). Für
drei der bisher bekannten COX-Assemblierungsfaktoren wird eine Beteiligung an der
Insertion der Cu-Ionen in den COX-Komplex angenommen: Cox17p (Glerum et al.,
1996a), Cox11p (Tzagoloff et al., 1990) und Sco1p (Schulze und Rödel, 1988).
In den Mitochondrien sind die Assemblierungsfaktoren im Gegensatz zu den in die
translationale Kontrolle involvierten Faktoren evolutionär konserviert, was auf die
Existenz basaler Mechanismen der Proteinfaltung und stabilisierung, der
Membrantranslokation und der Insertion der Cofaktoren hindeutet (Grivell et al., 1999).
Es konnten humane Homologe zu den meisten COX-Assemblierungsfaktoren aus S.
cerevisiae gefunden werden. In einigen dieser Gene wurden pathogene Mutationen
identifiziert, die zu COX-Defizienz führen: im SURF1-Gen (homolog zu SHY1; Zhu et
al., 1998b), im COX10-Gen (Valnot et al., 2000b) sowie in den SCO-Genen
(Papadopoulou et al., 1999; Valnot et al., 2000a; Jaksch et al., 2000).
1.4.2 Das Cox17-Protein
Das nukleäre COX17-Gen aus S. cerevisiae wurde durch Transformation einer Genbank
in eine atmungsdefekte S. cerevisiae-Mutante, die eine Mutation im COX17-Gen
aufwies, und anschließende Komplementationsanalyse entdeckt (Glerum et al., 1996a).
Die Atmungsdefizienz einer cox17-Nullmutante resultiert aus einem Defekt der COX.
Die Synthese der mt codierten UE der COX ist nicht gestört, was für eine Beteiligung
von Cox17p an einem posttranslationalen Schritt der COX-Assemblierung spricht
(Glerum et al., 1996a). Interessanterweise kann der Atmungsdefekt von cox17-Mutanten
durch Zugabe von CuSO4 zum Medium kompensiert werden (Glerum et al., 1996a).
Diese Beobachtung und der Befund, dass Cox17p sowohl im Cytosol (40 %) als auch im
Intermembranraum der Mitochondrien (60 %) lokalisiert wurde (Beers et al., 1997),
implizierten eine Funktion von Cox17p als Cu-Chaperon der Mitochondrien.
Übereinstimmend mit dieser Vorstellung ist in cox17-Mutanten der Cu-Transport in die
Mitochondrien, nicht aber zur cytosolischen SOD1 gestört (Glerum et al., 1996a).
Cox17p, ein Protein von ca. 8 kDa und mit einem hohen Gehalt an Cysteinresten (ca. 10
%), zeigt keinerlei Homologie zu den Cu-Chaperonen Atx1p und CCS. Bisher wurden
Cox17p-Homologe im Menschen (hCox17p: Amaravadi et al., 1997), im Schwein (Chen
et al., 1997) sowie in Maus und Ratte (Kako et al., 2000) beschrieben. Für hCOX17 und
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für COX17 aus der Maus wurde eine ubiquitäre Expression gezeigt (Punter et al., 2000;
Kako et al., 2000).
Entsprechend seiner vermuteten Funktion als Cu-Chaperon bindet Cox17p drei Cu1+-
Ionen pro Molekül in einem Poly-Cu-Cluster (Heaton et al., 2001). Der Cu-Cox17p-
Komplex existiert in einem Dimer/Tetramer-Gleichgewicht; das Verhältnis zwischen
beiden oligomeren Formen variiert in Abhängigkeit von der Konzentration (Heaton et
al., 2001). Aufgrund der abgeschätzten Konzentrationen an Cox17p im Cytosol und im
Intermembranraum der Mitochondrien schlagen die Autoren vor, dass im
Intermembranraum Tetramere und im Cytosol Dimere überwiegen. Mit einer
Mutationsanalyse konnte gezeigt werden, dass nur drei der sieben Cysteine des Cox17p
an der Cu-Bindung beteiligt sind; diese drei liegen in einem CCXC-Motiv vor (Heaton et
al., 2000).
Da Cox17p keine erkennbare Importsequenz aufweist, ist z.Z. völlig unklar, wie Cu-
Cox17p in die Mitochondrien importiert wird. Außerdem kann keine Aussage darüber
getroffen werden, ob es nach Cu-Abgabe wieder exportiert oder im IMS abgebaut wird.
1.4.3 Das Cox11-Protein
Frühere Arbeiten an S. cerevisiae identifizierten das kerncodierte Cox11p als ein Protein
der inneren Mitochondrienmembran, das an einem posttranslationalen Schritt der COX-
Assemblierung beteiligt ist (Tzagoloff et al., 1990; 1993). In einer atmungsdefekten
cox11-Nullmutante sind die Cytochrome a und a3 nicht nachweisbar. Außerdem ist der
turn over von Cox1p im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht (Tzagoloff et al.,
1990). Da Mutanten, die ein funktionsunfähiges Cox10p aufweisen, den gleichen
Phänotyp zeigen, wurde auch für Cox11p eine Beteiligung an der Biosynthese oder der
Insertion von Häm a postuliert (Tzagoloff et al., 1990; 1993).
Von einigen COX-Assemblierungsfaktoren wurden Orthologe in Bakterien gefunden, die
eine mitochondrienähnliche COX (vom aa3-Typ) bestehend aus den drei katalytischen
UE Cox1p - Cox3p besitzen. In Rhodobacter sphaeroides beispielsweise liegen COX10
und COX11 in einem Operon mit Genen, die für die UE Cox2p und Cox3p der aa3-Typ
COX codieren (Cao et al., 1992). Da in Rhodobacter sphaeroides außerdem eine
alternative COX existiert (Garcia-Horsman et al., 1994), können Mutanten erzeugt und
untersucht werden, bei denen die aa3-Typ COX inaktiv ist. So konnte in ∆cox11-
Stämmen von R. sphaeroides die Bildung einer partiell assemblierten COX beobachtet
werden, die alle drei strukturellen UE einschließlich Häm a und a3 sowie das CuA-
Zentrum enthält (Hiser et al., 2000). Dieser Befund schließt zumindest für das bakterielle
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Cox11p eine Beteiligung an Biosynthese/Insertion von Häm a aus. Das komplette Fehlen
des CuB-Zentrums in dieser inaktiven COX spricht vielmehr für eine Funktion von
Cox11p als Cu-Chaperon, das Cu in Cox1p inseriert (Hiser et al., 2000).
Bei einem Sequenzvergleich von COX11-Orthologen mehrerer Organismen, darunter das
humane (Petruzella et al., 1998), fällt ein konserviertes Motiv (CFCF) auf, das an
Metallbindemotive anderer Metallchaperone erinnert. Allerdings erfordert eine Rolle von
Cox11p in der Formierung des CuB-Zentrums nicht zwingend die Bindung von Cu an
Cox11p (Hiser et al., 2000).
1.4.4 Das Sco1-Protein
Das mitochondriale Sco1-Protein aus S. cerevisiae (Schulze und Rödel, 1988) wirkt
posttranslational: in Abwesenheit eines funktionsfähigen Sco1p werden die UE Cox1p
und Cox2p zwar synthetisiert, aber rasch wieder abgebaut (Krummeck und Rödel, 1990).
Sco1p wird nukleär codiert und unter Abspaltung einer Präsequenz in die Mitochondrien
importiert (Schulze und Rödel, 1989). Wie die meisten COX-Assemblierungsfakoren
wurde Sco1p in der inneren Membran lokalisiert, die Membranständigkeit wird durch ein
aus 17 hydrophoben As bestehendes Segment im ersten Drittel des Proteins vermittelt
(Buchwald et al., 1991; Krummeck, 1992). Topologische Untersuchungen deuten darauf
hin, dass der größere C-terminale Proteinteil in den Intermembranraum ragt, während der
N-terminale Teil aufgrund des einzelnen membranspannenden Bereichs in der Matrix
exponiert sein sollte (Krummeck, 1992).
Den Hinweis auf eine Beteiligung von Sco1p am mitochondrialen Cu-Metabolismus
erbrachte die Beobachtung, dass cox17-Mutationen nicht nur durch die externe Zugabe
von Cu zum Medium, sondern auch durch Überexpression von SCO1 supprimiert werden
können (Glerum et al., 1996b). Die Existenz des potenziellen Metallbindemotivs
CXXXC, das auch in Cox2p vorhanden und dort an der Cu-Bindung beteiligt ist (Farrar
et al., 1995), erhärtet diesen Hinweis. sco1-Mutanten werden jedoch weder durch eine
erhöhte Cu-Konzentration im Medium - wie bei cox17-Mutanten - noch durch eine
Überexpression von COX17 oder CTR1 komplementiert, was für eine Funktion von
Sco1p downstream von beiden Proteinen spricht (Glerum et al., 1996b). Demnach
könnte Sco1p im Intermembranraum Cu von Cox17p übernehmen, in die Matrix
schleusen und evtl. in die noch nicht assemblierten UE Cox1p und/oder Cox2p
inserieren. Andererseits könnte es nach der Cu-Übernahme von Cox17p direkt im
Intermembranraum Cu auf die UE Cox1p und/oder Cox2p übertragen (Glerum et al.,
1996b).
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Kürzlich wurde von Chinenov (2000) eine signifikante Ähnlichkeit der C-terminalen
Hälfte von Sco1p mit verschiedenen Peroxiredoxinen und bakteriellen Thiol:Disulfid-
Oxidoreduktasen festgestellt. Die Gemeinsamkeit all dieser Proteine liegt v.a. darin, dass
sie eine drei-dimensionale Struktur aufweisen, die zuerst bei Thioredoxinen beobachtet
wurde und deshalb als Thioredoxinfaltung bezeichnet wird (Martin, 1995).
Thioredoxine (Trx) sind kleine Proteine, die ubiquitär verbreitet und evolutionär
konserviert sind. Mit Hilfe von zwei redoxaktiven Cysteinresten, die im
hochkonservierten CXXC-Motiv vorliegen und in oxidierter Form eine intramolekulare
Disulfidbrücke ausbilden, katalysieren sie die Reduktion von Disulfiden (zur Übersicht:
Arnér und Holmgren, 2000). Das gut charakterisierte Trx aus E. coli kann die
Disulfidbrücken von Insulin 103 mal schneller reduzieren als die reduzierenden Agenzien
DTT oder Glutathion (Holmgren, 1979). Oxidiertes Trx wird durch Trx-Reduktase und
NADPH reduziert und somit wieder katalytisch aktiv - die drei Komponenten bilden
zusammen das Thioredoxin-System. Bedingt durch ihre Redox-Eigenschaften erfüllen
Trx in verschiedenen subzellulären Kompartimenten eine Vielzahl biologischer
Funktionen, z.B. dienen sie als Elektronendonatoren für Enzyme, sind in die Regulation
zellulärer Prozesse involviert oder wirken bei der Abwehr von oxidativem Stress mit (zur
Übersicht: Arnér und Holmgren, 2000). Auch in Mitochondrien von S. cerevisiae wurde
ein Trx-System identifiziert, das vermutlich als Antioxidanz wirkt. Ungeklärt ist, ob es in
der Matrix oder im IMS lokalisiert ist (Pedrajas et al., 1999).
Trx gehören zur Klasse der Thiol:Disulfid-Oxidoreduktasen, die auch pro- und
eukaryotische Proteine mit einer evolutionär den Trx verwandten Domäne inclusive des
katalytischen Zentrums mit dem CXXC-Motiv umfasst. Mitglieder dieser Proteinklasse
katalysieren die Reduktion, die Oxidation oder die Isomerisierung von Disulfidbrücken.
Ihre jeweiligen Redox-Eigenschaften werden einerseits von dem Dipeptid zwischen den
katalytischen Cysteinresten im CXXC-Motiv und andererseits von den Redox-
Bedingungen in ihrem Kompartiment beeinflusst (zur Übersicht: Fabianek et al., 2000).
Proteine mit einer Trx-Domäne haben wie die Trx selbst vielfältige biologische
Funktionen.
Die ebenfalls Thioredoxinfaltung aufweisenden Peroxiredoxine reduzieren Wasserstoff-
peroxid, indem sie Disulfid-reduzierende Komponenten, z.B. Trx, als Elektronen-
donatoren nutzen. Im Unterschied zu den Trx liegen die katalytisch aktiven Cysteine bei
diesen Proteinen nicht in einem CXXC-Motiv vor (Schroder und Ponting, 1998;
Butterfield et al., 1999).
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Die Vorhersage, dass die C-terminale Hälfte von Sco1p Thioredoxinfaltung aufweist,
führte zu einem alternativen Vorschlag für seine Funktion (Chinenov, 2000):
Verschiedene bakterielle Thiol:Disulfid-Oxidoreduktasen sind in die Biogenese von
Cytochrom c involviert; vermutlich liegt ihre Aufgabe in der Aufrechterhaltung der an
der Häm-Bindung beteiligten Cysteinreste im reduzierten Zustand (Ramseier et al., 1991;
Beckman und Kranz, 1993). Da die Biogenese von Cytochrom c in sco1-Mutanten nicht
gestört ist, könnte die Funktion von Sco1p die Reduktion der Cysteinliganden des CuA-
Zentrums von Cox2p als Voraussetzung für die Cu-Bindung sein.
Sco-Proteine sind ubiquitär verbreitet: so wurden sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten Mitglieder der Sco-Familie identifiziert. Besonders ihr C-terminal vom TM-
Segment befindlicher Proteinteil einschließlich des CXXXC-Motivs weist ein hohes Maß
an Ähnlichkeit auf (Abb. 2). Interessanterweise existieren in einigen Organismen ein, in
anderen zwei Sco-Homologe. So wurde beispielsweise in S. cerevisiae im Rahmen des
Hefe-Genomsequenzierprojektes SCO2 gefunden (Smits et al., 1994), dessen
Genprodukt in seiner As-Sequenz über 50 % Identität zu Sco1p aus S. cerevisiae
aufweist. Sco2p ist wie Sco1p ein mitochondriales Membranprotein (Glerum et al.,
1996b). Seine Funktion ist völlig unklar, da die Deletion des SCO2-Gens keinen
erkennbaren Phänotyp bedingt. Außerdem ist SCO2 trotz der großen Ähnlichkeit zu
SCO1 selbst bei Überexpression nicht in der Lage, SCO1 zu ersetzen (Glerum et al.,
1996b). Dennoch wird für dieses Protein eine Beteiligung am mitochondrialen Cu-
Metabolismus diskutiert, da auch die Überexpression von SCO2 in einer zumindest
partiellen Suppression von cox17-Mutationen resultiert (Glerum et al., 1996b).
Im Menschen gibt es ebenfalls zwei Homologe: hSco1p (auf Chromosom 17 codiert;
Petruzella et al., 1998) und hSco2p (auf Chromosom 22 codiert; SWISS-PROT: 043819;
Paret et al., 1999); die erwartungsgemäß in den Mitochondrien lokalisiert wurden. Im
Unterschied zu S. cerevisiae sind beide Proteine essenziell für eine funktionsfähige
COX, da sowohl für hSCO1 (Valnot et al., 2000a) als auch für hSCO2 (Papadopoulou et
al., 1999; Jaksch et al., 2000) pathogene Mutationen beschrieben wurden, die COX-
Defizienz verursachen. Obwohl beide Gene ubiquitär transkribiert werden
(Papadopoulou et al., 1999), unterscheiden sich die klinischen Bilder der Mutationen
beträchtlich.
Zu eukaryotischen Organismen, in denen nur ein Sco-Protein gefunden wurde, gehören
Schizosaccharomyces pombe (SpSco1p, SWISS-PROT: 042899), Arabidopsis thaliana
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(TrEMBL: Q9SR94), Mus musculus (TrEMBL: Q9D6E8), Drosophila melanogaster
(TrEMBL: Q9VMX4) und Caenorhabditis elegans (TrEMBL: Q17557).
Prokaryotische SCO-Homologe wurden u.a. in Rhodobacter capsulatus (senC, Buggy
und Bauer, 1995), in Bacillus subtilis (YpmQ, Mattatall et al., 2000) sowie in Rickettsia
prowazekii (RP031 und RP587, Andersson et al., 1998) identifiziert.
Im Rahmen eines derzeit laufenden Projektes der Firma Génoscope (Frankreich), bei
dem das Genom von 13 nicht-konventionellen Hefen sequenziert wird, wurden weitere
Gene bzw. Genfragmente mit signifikanter Homologie zu SCO1 aus S. cerevisiae
identifiziert in: Yarrowia lipolytica, Klyveromyces thermotolerans, Klyveromyces lactis,
Saccharomyces exiguus, Saccharomyces servazzi und Saccharomyces klyveri (URL:
http://cbi.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/Genolevures.php3).
Abb. 2 zeigt ein Alignment einer Auswahl von Sco-Proteinen, auf die in dieser Arbeit
Bezug genommen wird.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen verschiedene Mutagenesetechniken
Anwendung finden, um funktionell wichtige Bereiche sowie Aminosäuren von Sco1p zu
identifizieren. Beispielsweise sollen Deletionen im N- und C-terminalen Bereich des
Proteins Hinweise auf deren Funktion liefern. Der gezielte Austausch einzelner
Aminosäuren, dazu gehören z.B. C148 und C152 im CXXXC-Motiv, soll deren Bedeutung
für die Funktion von Sco1p im Hinblick auf die von Glerum et al. (1996b) und Chinenov
(2000) vorgeschlagenen Wirkweisen klären. Weiterhin soll untersucht werden, ob Sco1p
mit ausgewählten Partnerproteinen, z.B. dem mitochondrialen Cu-Carrier Cox17p und
der UE Cox2p des COX-Komplexes, eine Protein-Protein-Wechselwirkung eingeht. Die
Durchführung eines Thioredoxin-Aktivitätstests soll die Favorisierung eines der beiden
genannten Vorschläge zur Funktion von Sco1p ermöglichen.
Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit dem homologen Sco2p aus S.
cerevisiae. Die Aussage, dass der Ausfall von Sco2p nicht zu Atmungsdefizienz führt,
wurde mit einem Stamm getroffen, bei dem der SCO2-ORF lediglich unterbrochen
wurde (Glerum et al., 1996b). Dieser Befund soll in der vorliegenden Arbeit mit einem
Stamm, in dem der SCO2-ORF vollständig deletiert wird, verifiziert werden. Außerdem
soll untersucht werden, ob die zusätzliche Deletion von SCO2 in einer sco1-Nullmutante
einen erkennbaren Effekt hat. Weiterhin soll die Expression von Sco2p unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen analysiert werden. Da Sco1p nicht durch Sco2p
ersetzt werden kann, soll die Konstruktion Sco1p/Sco2p-chimärer Proteine einerseits
klären, ob Sco1p und Sco2p zumindest partiell überlappende Fuktionen haben, und
andererseits funktionell wichtige Bereiche von Sco1p identifizieren. Zur weiteren
Charakterisierung soll die Interaktion von Sco2p mit bestimmten Partnerproteinen
analysiert werden, dabei steht die Komplexbildung mit Sco1p im Vordergrund.
Schließlich soll Sco2p auf Thioredoxin-Aktivität untersucht werden.
senC aus Rhodobacter capsulatus soll als prokaryotischer Vertreter der Sco-
Proteinfamilie getestet werden, ob es Sco1p in S. cerevisiae funktionell ersetzen kann.
Die COX aus R. capsulatus unterscheidet sich von der mitochondrialen COX aus S.
cerevisiae dahingehend, dass sie kein CuA-Zentrum besitzt. Die Komplementation einer
sco1-Nullmutante durch senC würde für eine Beteiligung von Sco1p an der Formierung
des CuB-Zentrums von Cox1p sprechen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Feinchemikalien
Acrylamid/Bisacrylamid Roth
BCS Sigma
CDP-StarTM Tropix
Chelex 100 Resin Bio-Rad
Coomassie  Brillantblau G250 Merck
Cytochrom c (aus Rinderherz) Sigma
Dithiothreitol Sigma
dNTP's Gibco-BRL
ECLplus-SystemTM Amersham Pharmacia Biotech
Ethidiumbromid Sigma
GSH-Sepharose 4B  Amersham Pharmacia Biotech
Heringssperma-DNA Gibco-BRL
Insulin Sigma
IPTG Sigma
λ-DNA EcoRI/HindIII Gibco-BRL
NADPH Sigma
Nonidet P40 Sigma
PMSF Sigma
Precision Protein StandardsTM Bio-Rad
Protease-Inhibitoren-Cocktail Boehringer Mannheim
Protein A- u. Protein G-Agarose Santa Cruz Biotechnology
TEMED Gibco-BRL
Triton X-100 Calbiochem
Tween 20 Merck
Tween 80 Merck
2.1.2 Enzyme
Restriktionsenzyme Gibco-BRL
Taq-Polymerase Gibco-BRL, InViTek
Pwo-Polymerase Boehringer Mannheim
Combi-Polymerase InViTek
T4-DNA-Ligase Promega
RNAse A Boehringer Mannheim
Zymolyase 20T ICN
Proteinase K ICN
Thrombin Sigma
Thioredoxin, humanes IMCO, Stockholm
Thioredoxin-Reduktase, humane IMCO, Stockholm
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2.1.3 Verbrauchsmaterial/Kitsysteme
ImmobilonTM-P PVDF-Membran Millipore
Gel Blotting Papier Schleicher & Schuell
Röntgenfilme Amersham Pharmacia Biotech
Jetquick PCR Purification Spin Kit Genomed
Jetquick Gel Extraction Spin Kit Genomed
Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit Genomed
DC-Protein Assay Bio-Rad
Thermo-Sequenase fluorescent labeled primer
cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP Amersham Pharmacia Biotech
PCR DIG probe synthesis Kit Boehringer Mannheim
2.1.4 Antikörper
Für Coimmunpräzipitationen wurden 8 µg Anti-HA- bzw. 10 µg Anti-Cox2p-Ak
eingesetzt. Für Western blot-Analysen wurden die Ak in 1x TBS/T + 5 % (w/v)
Magermilchpulver wie folgt verdünnt:
Monoclonale Antikörper:
mouse-Anti-HA (Boehringer Mannheim) 1:1000
mouse-Anti-Cox1p (Molecular Probes) 1:400
mouse-Anti-Cox2p (Molecular Probes) 1:250
mouse-Anti-Porin (Molecular Probes) 1:1000
mouse-Anti-Pgk1p (Molecular Probes) 1:250
Polyclonale Antikörper:
rabbit-Anti-Sco1p (Buchwald et al., 1991) 1:3000
rabbit-Anti-Cytb2 (Krummeck, 1992) 1:2000
rabbit-Anti-Cit1p (Krummeck, 1992) 1:1000
Sekundäre Antikörper:
sheep-Anti-mouse IgG-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) 1:5000
donkey-Anti-rabbit IgG-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) 1:5000
2.1.5 Oligonucleotide
Die in folgender Tabelle aufgeführten Oligonucleotide wurden von MWG-Biotech
bezogen. Durch *  gekennzeichnete Sequenzierprimer sind 5-seitig
fluoreszenzmarkiert (IRD800). Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, eingeführte
Start-/Stoppcodons sind fett und OEP- sowie SFH-Überhänge kursiv geschrieben.
Eingeführte Mutationen sind rot gekennzeichnet.
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Bezeichnung Richtung Sequenz (5‘→3‘) Schnitt-
stelle
AR-P2 for GGACCCTTCCATCTAGAGGATATG XbaI
AR-P3 rev GGCACTTCTAGACAACTTCAGCAGCTTTTC XbaI
AR-P4 for GTAGCTATTCTAGAATCTGTCG XbaI
AR-P5 rev ATATATAAGCTTCTATCATGCCTCCTTCTGCTTGGC HindIII
AR-P6 rev ATATATAAGCTTCTATCACTGCTCTGCGGCACATA HindIII
AR-P7 rev TCTGTCAAGTTCATCAGGACAGATGTCAGGACA
AR-P8 for CCTGATGAACTTGACAGATTAACGTATTGGATT
AR-P9 rev CAAGCGTCTTTTCTCCCTGTTGAAGAAATA
AR-P10 for AGGGAGAAAAGACGCTTGCTAGAAACTGAA
AR-P11 rev ACTCTTAACGTGTTCCACGATCTTGTC
AR-P12 for GTGGAACACGTTAAGAGTTTTGTGCCT
AR-P13 rev TGCGTTCTTCACCTCATCGAACGTCC
AR-P14 for GATGAGGTGAAGAACGCATCCAAGAAG
AR-P15 rev AGTTATAAATAATGGCTGCAGAGTA
AR-P16 for CAGCCATTATTTATAACTGTTGATCCA
AR-P19 rev TCTGTTAGCTTCAGCCTCCTTCTGTGTTTC
AR-P20 for GAGGCTGAAGCTAACAGAGCTTACGGTTCA
AR-P21 rev ATTGAAAGGTCCCCCAAGTGAAGGTTTACC
AR-P22 for CTTGGGGGACCTTTCAATTTAACAGATTTT
AR-P23 rev ATATATAAGCTTCTATCATCTACCCAAAGCATCAACA HindIII
AR-P24 for TATATAGTCGACGAGTAAAATGTTGAATAGTTCAAGA SalI
AR-P25 for CGCCCCAAGTTATAGAAGACTGCCCTTCATCCCGGGGTAG
TCGTACGCTGCAGGTCGAC
AR-P26 rev ACGAAAGGAAAAAAGCAATCTCGCGAGTGGATGGCATCGG
ATCGATGAATTCGAGCTCG
AR-P27 rev TTCAGCCTCCTTCTCTGTTTCCAATCT
AR-P28 for AGATTGGAAACAGAGAAGGAGGCTGAA
AR-P29 rev CTGTGTTTCCAACAATCTGCGTTTCTC
AR-P30 for CGCAGATTGTTGGAAACACAGAAGGAG
AR-P31 rev TCCTCTGTTTGCGTCAGCCTCCTTCTG
AR-P32 for CAGAAGGAGGCTGACGCAAACAGAGGA
AR-P33 rev ATCTGCTTCCTTTTGAGTTTCTAGCAA
AR-P34 for TTGCTAGAAACTCAAAAGGAAGCAGAT
AR-P35 rev TTCAGTTTC---CAAGCGTCTTTTCTC
AR-P36 for AGACGCTTG---GAAACTGAAAAGGAA
AR-P37 rev AGCTCTGTTAGCTTCTGCTTCCTTTTC
AR-P38 for GAAAAGGAAGCAGAAGCTAACAGAGCT
AR-P40 rev AGCAATGGCCTTCCATCTGGAAAATTG
AR-P41 for AGATGGAAGGCCATTGCTCTATTCCTA
AR-P44 rev CAATCTGCGTTTTCTTGATAAATAGGC
AR-P45 for TCAAGAAAACGCAGATTGGAAACACAG
AR-P46 rev ATATATAAGCTTCTATCAAACGTGTTCACGATCTTGTC HindIII
AR-P47 rev ATATATAAGCTTCTATCACACGCCCGTTTTTTCATCAT HindIII
AR-P69 for GTGTACACAATCAGATAACTACACAATCAATTATACCCAGC
ATAGGCCACTAGTGGATCTG
AR-P70 rev ATATATACAAGAAATGGTTGTCGGCAGACTGTCAGTAAGAC
AGCTGAAGCTTCGTACGC
AR-P73 for TATATATCTAGAATGTTGAATAGTTCAAGA XbaI
AR-P74 rev TATATACTGCAGGATTGAAGATAAAAGAGTA PstI
AR-P75 for TATATATCTAGAATGAGAAAAAGACGCTTGCTAGAA XbaI
AR-P76 for TATATATATGTCGACATGAGGGAGAAACGCAGATTGG SalI
AR-P79 for TATATAGGATCCAGGGAGAAACGCAGATTGG BamHI
AR-P81 for TATATATCTAGAATGAACGTTTCGAGCAAGACCGCCG XbaI
AR-P82 rev TATATAGCATGCTCAATTTCCGTTGCCCGCCGC SphI
AR-P83 rev GCTGTCGATAGGACAGATGTCAGGACAGTTACT
AR-P84 for ATCTGTCCTATCGACAGCACCCGCAATGCCGCC
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AR-P85 rev CGGCGTGCCCGTCAAACCCAGGATGGAGGGATG
AR-P89 for GGTTTGACGGGCACGCCGGAACAAATCGACGCG
AR-P97 for TATATAGGATCCGATGAAGTTATTTCACCA BamHI
AR-P99 rev TATATAGTCGACGTTTGAATAAGAAGGAGTA SalI
AR-P101 rev GAAGATGGAAGTGTCTACCAAATAATC
AR-P102 for GATTATTTGGTAGACACTTCCATCTTC
AR-P103 rev AAAGAAGATGAAATGGTCTACCAA
AR-P104 for GTAGACCATTTCATCTTCTTTTATCTC
AR-P105 rev CTTATCCAGTTTATCAGGACAGAT
AR-P106 for TGTCCTGATAAACTGGATAAGCTA
AR-P107 rev CGTGAACGGTCCCCCAAGTGAAGGTTTACC
AR-P108 for CTTGGGGGACCGTTCACGCTGGTTTCG
AR-P109 rev TTCAGGGTCCATCAGATAGGTCTGGGT
AR-P110 for TATCTGATGGACCCTGAAGGACAGTTTG
AR-P111 for TATATAGGATCCAGGGAGAAACGCAGATTGGAA BamHI
AR-P112 rev TATATAGTCGACTTATTTGAATAAGAAGGAGTA SalI
AR-P113 for TATATAGGATCCAGAAAAAGACGCTTGCTAGAA BamHI
AR-P114 rev TATATAGTCGACTCAATTGAAGATAAAAGAGTA SalI
AR-P117 rev TGGAGCAATGTCGGGGGCATGACTGAA
AR-P118 for CATGCCCCCGACATTGCTCCAGAAGAG
AR-P120 rev TATATAGTCGACTTATTGTTCATTTAACCATCCCAA SalI
AR-P121 rev TATATAAAGCTTTCACTATTTGTATAGTTCATCCATGC HindIII
AR-P122 for TTATTCAAAAGTAAAGGAGAAGAACTT
AR-P123 rev TCCTTTACTTTTGAATAAGAAGGAGTA
AR-P124 for ATCTTCAATAGTAAAGGAGAAGAACTT
AR-P125 rev TCCTTTACTATTGAAGATAAAAGAGTA
AH-P4 rev CCCATAAGCTTGGTATCCTAGC HindIII
AH-P12 rev CTTCCAAGCTTCACATAGCCTC HindIII
AH-P26 for GTCCTCGAGCTCCCAATTGAAACTAAATTG SacI
AH-P32 for CGCCCCAAGTTATAGAAGACTGCCCTTCATCCCGGGGTAG
CGCTAGGAGTCACTGCCAGG
AH-P33 rev ACGAAAGGAAAAAAGCAATCTCGAGTGGATGGCATCGGA
GCGCGCCTCGTTCAGAATG
AB-1 rev GGACAGATATCAGGAGCGTTACTAAACC
AB-2 rev GTTCATCAGGAGCGATATCAGGAC
AB-3 rev CATCAGGAGCGATATCAGGAGCGTTACTA
AB-P6 for GGTTTAGTAACGCTCCTGATATCTGTC
AB-P7 for CCTGATATCGCTCCTGATGAACTG
AB-P8 for GGTTTAGTAACGCTCCTGATATCGCTCCTGATG
BR-P13 for CGGGATCCATGACTGAAACTGACAAGAAACAA BamHI
BR-P14 rev GCTCTAGACTAATTTGCACTTGGAACTTCG XbaI
158-stop rev TATATATAGTCGACTTATTACTTATCCAGTTCATCA SalI
uni-21* TGTAAAACGACGGCCAGT
rev-29* CAGGAAACAGCTATGACC
GSTfor* for GGGCTGGCAAGCCACGTTTG
GST-rev* rev CCGGGAGCTGCATGTGTCAG
GFP-rev* rev GCCCATTAACATCGCCATCTAATTC
scsco1seqint2* for TGGCGCTAAATTGCTCACTC
sco1n-termrev* rev ACCGTATCCTCTGTTTGCTTCAGC
sco1c-termfor* for GAGAAACGCAGATTGGAAACACAG
sco1c-termrev* rev GAAGGAGTACCATGCCTCCTT
sco2c-termfor* for CGCTTGCTAGAAACTGAAAAGGAAGCA
sco2c-termrev* rev GCTCCCGTTCTTCCTTTGGCACAT
senCseqint* for CCGGTGCTGACGGAATTCACC
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2.1.6 Escherichia coli (E. coli)- Stämme
Stamm Genotyp Referenz
DH5α Φ80dlacZ∆M15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17
(rK-, mK+), supE44, relA1, deoR, ∆(lacZYA-argF)U169
Hanahan
(1983)
JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-, mK+), supE44,
relA1, I-, ∆(lac-proAB), [F‘, traD36, proA+B+, laclqdM15]
Yanisch-Perron
et al. (1985)
BL21 F-[dcm], ompT, [lon], hsdS(rB-mB-) gal Studier und
Moffatt (1986)
2.1.7 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)- Stämme
Stamm Genotyp Referenz
D273-10B MATα, [rho+] ATCC 25657
DBY747 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
[rho+]
ATCC 44774
DL1 MATα, ura3-251, ura3-379, ura3-228, leu2-3, leu2-
112, his3-11, his3-15, [rho+]
van Loon et al.
(1983)
W303 MATa, ade2-1, his3-1, his3-15, leu2-3, leu2-112, trp1-
1, ura3-1, [rho+]
Muroff und
Tzagoloff (1990)
KL14-4A MATa, his1, trp2, [rho0] Wolf et al. (1973)
IL993-5c MATα, ilV5, [rho0] Wolf et al. (1973)
GR20 MATα, ura3-251, ura3-379, ura3-228, leu2-3, leu2-
112, his3-11, his3-15, sco1::URA3, [rho+]
Schulze und
Rödel (1988)
MK20 MATa, ura1, met, sco1-1 Schulze und
Rödel (1988)
CEN.PK2 MATa/α, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
[rho+]
erhalten von R.J.
Schweyen (Wien)
AR1 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
sco2::HIS3, [rho+]
diese Arbeit
AR2 MATα, ura3-251, ura3-379, ura3-228, leu2-3, leu2-
112, his3-11, his3-15, sco1::URA3, sco2::Sphis5+,
[rho+]
diese Arbeit
AR3 MATa, ade2-1, his3-1, his3-15, leu2-3, leu2-112, trp1-
1, ura3-1, cox17:: Sphis5+, [rho+]
diese Arbeit
AR4 MATa, his3, leu2, trp1, ura3, sco1::URA3, [rho+] diese Arbeit
AR5 MATα, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, sco1::URA3,
[rho+]
diese Arbeit
AR6 MATa, his3, leu2, trp1, ura3, sco1::URA3,
sco2::Sphis5+, [rho+]
diese Arbeit
AR7 MATa, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, sco1::URA3,
sco2::Sphis5+, [rho+]
diese Arbeit
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2.1.8 Medien
2.1.8.1 E. coli-Medien
LB-Medium: 1,0 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
2,0 % (w/v) Agar (für LB-Platten)
bei Bedarf wurden 100 mg/l Ampicillin zugegeben
SOC-Medium: 2,0 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl2 x 6H2O
10 mM MgSO4 x 7H2O
20 mM Glucose
2.1.8.2 S. cerevisiae-Medien
Vollmedium YP: 1,0 % (w/v) Hefeextrakt
2,0 % (w/v) Pepton
2,0 % (w/v) Agar (für YP-Platten)
je nach Bedarf wurden folgende C-Quellen zugesetzt:
YPD 2,0 % (w/v) Glucose
YPGal 2,0 % (w/v) Galactose
YPRaf 2,0 % (w/v) Raffinose
YPG 3,0 % (v/v) Glycerol
YPE 1,0 % (v/v) Ethanol
YPEG 1,0 % (v/v) Ethanol; 3,0 % (v/v) Glycerol
Lactatmedium: Lactat (90 %) 22,0 ml/l
Glucose   1,0 g/l
Hefeextrakt   3,0 g/l
KH2PO4   1,0 g/l
NH4Cl   1,0 g/l
CaCl2 x H2O   0,5 g/l
MgCl2 x 2H2O   0,6 g/l
NaCl   0,5 g/l
NaOH   8,0 g/l
mit NaOH den pH-Wert auf 5,5 einstellen
Minimalmedium MM: 1,7 g/l YNB (ohne Aminosäuren und Ammoniumsulfat)
5,0 g/l Ammoniumsulfat
2,0 % (w/v) Agar (für MM-Platten)
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je nach Bedarf wurden folgende C-Quellen zugesetzt:
MM-Glc 2,0 % (w/v) Glucose
MM-Suc 2,0 % (w/v) Saccharose
MM-Raf 2,0 % (w/v) Raffinose
MM-Gal 2,0 % (w/v) Galactose
MM-Gly 2,0 % (w/v) Glycerol
MM-Eth 1,0 % (v/v) Ethanol
Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe eines 50-fach
konz. Mixes von Supplementen, bei dem die Komponente,
auf die selektiert wurde, fehlte:
Adenin   3,0 g/l
Uracil   1,5 g/l
L-Tryptophan   4,0 g/l
L-Histidin   3,0 g/l
L-Arginin   1,0 g/l
L-Methionin   1,0 g/l
L-Tyrosin   1,5 g/l
L-Leucin   4,0 g/l
L-Isoleucin   1,5 g/l
L-Lysin   1,5 g/l
L-Phenylalanin   2,5 g/l
L-Glutaminsäure   5,0 g/l
L-Asparaginsäure   5,0 g/l
L-Valin   7,5 g/l
L-Threonin 10,0 g/l
L-Serin 10,0 g/l
Cu-Mangelmedium: 100 ml flüssiges YP- bzw. MM-Medium mit der
entsprechenden C-Quelle wurde mit Chelex 100-Resin nach
Angaben des Herstellers behandelt. Nach Entfernung des
Chelex 100-Resins erfolgte der Zusatz von 2 ml einer 50x
Salzlösung und bei Bedarf von 2 % Agar.
50x-Salzlösung:
CaCl2 x 2H2O 1,99 g
MgSO4 x 7H2O 5,11 g
Trace element solution 5 ml
in 100 ml Chelex 100-behandeltem A. dest lösen
Trace element solution:
Eisensulfat 307 mg
Mangansulfat 280 mg
Zinksulfat 445 mg
in 500 ml Chelex 100-behandeltem A. dest lösen
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Sporulationsmedium: 1,00 % (w/v) Kaliumacetat
0,10 % (w/v) Trypton
0,05 % (w/v) Glucose
2,00 % (w/v) Agar (für Platten)
2.1.9 Häufig verwendete Puffer
TBE-Puffer: 90 mM Tris
90 mM Borsäure
2,5 mM EDTA
TBS-Puffer: 137 mM NaCl
20 mM Tris-HCl (pH 7,4)
TBS/T-Puffer: 1 x TBS (pH 7,6)
0,1 % (v/v) Tween 20
PBS-Puffer: 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
10,1 mM Na2HPO4
1,8 mM KH2PO4 (pH 7,3)
2.1.10 Vektoren und Plasmide
2.1.10.1 Vektoren
Vektor Genetische Marker Referenz
YEp351 Ampr, LEU2, 2 µ, lacZ‘ Hill et al. (1986)
YEp351-3HA Ampr, LEU2, 2 µ, lacZ‘,
MCS/triple HA-ORF
R.J. Schweyen, Wien
pRS415 Ampr, LEU2, CEN-ARS Sikorski und Hieter (1989)
pRS414 Ampr, TRP1, CEN-ARS Sikorski und Hieter (1989)
pEG-KT Ampr, URA3, 2 µm
CYC1-Promotor/GST-ORF/MCS
Mitchell et al. (1993)
pGEX-4T-3 Ampr, Taq-Promotor/GST-ORF/
MCS, lacIq-ORF
Amersham Pharmacia
Biotech
pGFP-C-FUS Ampr, URA3, CEN-ARS, MET25-
Promotor/MCS/GFP-ORF
Niedenthal et al. (1996)
pFA6a-HIS3MX6 Ampr,TEF-Promotor/Sphis5+ Wach et al. (1997)
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2.1.10.2 Rekombinante Plasmide
Plasmid Insert Referenz
J-BD ADH1-Promotor, ORF cod. f.
Gal4p-BD-Cox2p(108-351)
Kuschel (1999)
SCO1(∆2-32)-pRS415 SCO1-Promotor, ORF cod. f.
Sco1p(∆2-32)
Tzschoppe (2001)
2.1.10.3 In dieser Arbeit erzeugte rekombinante Plasmide
P = Promotor
Plasmid Insert
SCO1-YEp351 SCO1-P, SCO1-ORF
SCO1-pRS415 SCO1-P, SCO1-ORF
SCO1(C)-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(93-295)
SCO1(C)-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(93-295)
YEp351(1P) SCO1-P
SCO1-3HA-YEp351 SCO1-P, SCO1-triple HA Fusion
SCO1-3HA-pRS415 SCO1-P, SCO1-triple HA Fusion
SCO1-GFP-YEp351 SCO1-P, SCO1-GFP Fusion
SCO1-GFP-pRS415 SCO1-P, SCO1-GFP Fusion
SCO1-GFP-pRS414 SCO1-P, SCO1-GFP Fusion
SCO1(C)-3HA-YEp351 SCO1-P, SCO1(AS 93-295)-triple HA Fusion
SCO1(1-158)-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(AS1-158)
SCO1(∆1-123)-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(AS 124-295)
sco1-1-YEp351 SCO1-P, sco1-ORF der Punktmutante MK20
tsA-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(K132ochre)
tsB-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(K63ochre)
tsC-YEp351 SCO1-P, SCO1-ORF mit Deletion des C an Pos. +47
tsA-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(K132ochre)
tsB-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(K63ochre)
tsC-pRS415 SCO1-P, SCO1-ORF mit Deletion des C an Pos. +47
del1-YEp351 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 289-295
del2-YEp351 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 282-295
del3-YEp351 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 259-295
del4-YEp351 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 274-295
del5-YEp351 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 267-295
del1-pRS415 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 289-295
del2-pRS415 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 282-295
del4-pRS415 SCO1-P, SCO1 mit Deletion von AS 274-295
cys1-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C148A)
cys2-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C152A)
cys3-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C148A, C152A)
cys1-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C148A)
cys2-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C152A)
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cys3-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C148A, C152A)
cys1-3HA-YEp351 SCO1-P, sco1(C148A)-triple HA Fusion
cys2-3HA-YEp351 SCO1-P, sco1(C152A)-triple HA Fusion
cys3-3HA-YEp351 SCO1-P, sco1(C148A, C152A)-triple HA Fusion
cys4-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C181V)
cys5-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C216S)
cys6-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C181V, C216S)
cys4-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C181V)
cys5-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C216S)
cys6-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(C181V, C216S)
Y276F-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(Y276F)
Y276F-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(Y276F)
E155K-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(E155K)
E155K-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(E155K)
H239T-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(H239T)
H239T-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(H239T)
H239T-3HA-YEp351 SCO1-P, sco1(H239T)-triple HA Fusion
S240F-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(S240F)
S240F-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(S240F)
SCO2-YEp351 SCO2-P, SCO2-ORF
SCO2-pRS415 SCO2-P, SCO2-ORF
SCO2-3HA-pRS415 SCO2-P, SCO2-triple HA Fusion
SCO2-pRS414 SCO2-P, SCO2-ORF
SCO2-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, SCO2-triple HA Fusion
SCO2-GFP-YEp351(1P) SCO1-P, SCO2-GFP Fusion
SCO2-GFP-pRS415(1P) SCO1-P, SCO2-GFP Fusion
SCO2-GFP-pRS414(1P) SCO1-P, SCO2-GFP Fusion
SCO2(C)-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, SCO2(99-301)-triple HA Fusion
SCO2-cys3-YEp351(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(C154A;C158A)
SCO2-cys3-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, sco2-cys3-triple HA Fusion
hyb3-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-155)/Sco2p(161-301)
hyb4-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-94)/Sco2p(101-301)
hyb5-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-105)/Sco2p(112-301)
hyb6-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-117)/Sco2p(124-301)
hyb7-YEp351(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-81)/Sco1p(76-295)
hyb9-YEp351(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-100)/Sco1p(96-295)
hyb10-YEp351(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-81)/Sco1p(76-105)/
Sco2p(112-301)
hyb11-YEp351(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-81)/Sco1p(76-117)/
Sco2p(124-301)
hyb3-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-155)/Sco2p(161-301)
hyb4-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-94)/Sco2p(101-301)
hyb5-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-105)/Sco2p(112-301)
hyb6-pRS415 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-117)/Sco2p(124-301)
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hyb7-pRS415(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-81)/Sco1p(76-295)
hyb9-pRS415(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-100)/Sco1p(96-295)
hyb10-pRS415(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-81)/Sco1p(76-105)/
Sco2p(112-301)
hyb11-pRS415(1P) SCO1-P, ORF cod. f. Sco2p(1-81)/Sco1p(76-117)/
Sco2p(124-301)
hyb3-3HA-YEp351 SCO1-P, hyb3-triple HA Fusion
hyb4-3HA-YEp351 SCO1-P, hyb4-triple HA Fusion
hyb5-3HA-YEp351 SCO1-P, hyb5-triple HA Fusion
hyb6-3HA-YEp351 SCO1-P, hyb6-triple HA Fusion
hyb7-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, hyb7-triple HA Fusion
hyb9-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, hyb9-triple HA Fusion
hyb10-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, hyb10-triple HA Fusion
hyb11-3HA-YEp351(1P) SCO1-P, hyb11-triple HA Fusion
Q101E-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(Q101E)
L99-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(+L99)
E105D-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(E105D)
hyb4-D-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. hyb4(E102Q)
hyb4-E-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. hyb4(-L99)
hyb4-F-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. hyb4(D106E)
senC-YEp351(1P) SCO1-P, senC-ORF
ScRc1-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-153)/senC(89-221)
ScRc2-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-206)/senC(141-221)
ScRc4-YEp351 SCO1-P, ORF cod. f. Sco1p(1-117)/senC(53-178)/
Sco1p(247-295)
COX17-pEG-KT Gal-induzierbarer CYC1-P, GST-COX17 Fusion
SCO1(C)-pEG-KT Gal-induzierbarer CYC1-P, GST-SCO1(93-295)
Fusion
COX2(C)-pGEX GST-COX2(AS 108-351) Fusion, der mt genetische
Code wurde dem universellen angepasst
SCO1(C)-pGEX GST-SCO1(AS 93-295) Fusion
SCO2(C)-pGEX GST-SCO2(AS 99-301) Fusion
2.2 Genetische Methoden
2.2.1 PET-Test
Um bei Komplementationsanalysen auszuschließen, dass ein respirationsdefizienter
Phänotyp durch den Verlust der mt DNA bedingt wird, erfolgte die Durchführung eines
PET-Tests. Auf einer YPD-Platte wurden Zellen der atmungsdefekten Transformande
mit Zellen eines rho0-Stammes entgegengesetzten Paarungstyps vermischt und nach 1d
Inkubation bei 30°C auf eine YPG-Platte überstempelt. Wenn die mt DNA der
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Transformande intakt war, konnten die gebildeten diploiden Zellen auf Glycerolmedium
wachsen.
2.2.2 Kreuzen von S. cerevisiae-Stämmen und Tetradenanalyse
Zellen zweier Hefestämme entgegengesetzten Paarungstyps wurden auf einer YPD-Platte
vermischt und nach 2d auf Sporulationsmedium gebracht. Nach weiteren 2d wurde etwas
Zellmaterial in 50 µl Wasser resuspendiert, mit Zymolyase 20T versetzt und für 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Tetradenanalyse erfolgte mit Hilfe des Micromanipulators.
2.2.2.1 Erzeugung der ∆sco1-Stämme AR4 und AR5
Die sco1-Nullmutante GR20 wurde mit dem Wildtyp-Stamm W303 gekreuzt, um die
Deletion des SCO1-Genes mit einem anderen Paarungstyp sowie mit zusätzlichen
Selektionsmarken zu kombinieren. Nach Bestimmung des Phänotyps wurden aus zwei
Tetraden je eine Kolonie ausgewählt und als AR4 bzw. AR5 bezeichnet.
2.2.2.2 Erzeugung der ∆sco1/∆sco2-Stämme AR6 und AR7
Die sco1/sco2-Nullmutante AR2 und der Wildtyp-Stamm W303 wurden gekreuzt, um
sco1/sco2-Nullmutanten mit einem anderen Paarungstyp und mit weiteren
Selektionsmarken zu erzeugen. Nach Bestimmung des Phänotyps wurden aus zwei
Tetraden je eine Kolonie ausgewählt und als AR6 bzw. AR7 bezeichnet.
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Isolierung von genomischer DNA aus S. cerevisiae
Eine 10 ml üN-Kultur wurde abzentrifugiert, die Zellen in sterilem Wasser gewaschen
und in 200 µl Lysis-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 200 µl Phenol/
Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) und 0,3 g sterilen Glasperlen (∅  0,2-0,45 mm)
erfolgte der Zellaufschluss durch 5 min Vortexen. Anschließend wurden 200 µl TE-
Puffer, pH 8,0 hinzugefügt. Für 5 min wurde bei 20000 x g zentrifugiert, der wässrige
Überstand in ein neues Gefäß überführt und erneut mit 400 µl Phenol/Chloroform und
anschließend mit 400 µl Chloroform extrahiert. Zur Fällung der DNA wurde der
Überstand mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol abs. Ethanol versetzt. Das
mit 70% Ethanol gewaschene und unter Vakuum getrocknete Pellet wurde in mit RNase
A versetztem TE-Puffer aufgenommen und für 30 min bei 37°C inkubiert.
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Lysis-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA
100 mM NaCl
1 % (w/v) SDS
2 % (v/v) Triton X-100
2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae („plasmid rescue“)
10 ml Hefekultur wurden abzentrifugiert und das Zellpellet in 200 µl Lysispuffer
resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 0,3 g Glasperlen (∅  0,45 mm) und 200 µl
Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) gegeben. Das Gemisch wurde 1 min
gevortext, anschließend für 1 min in flüssigem Stickstoff schockgeforen und bei RT
aufgetaut. Nach Wiederholung dieser Prozedur wurde die Suspension zentrifugiert (5
min, 20000 x g). Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit Ethanol erfolgte
die Fällung der Nukleinsäuren. Das trockene Pellet wurde in 20 µl Wasser gelöst, 4 µl
wurden für die Transformation von E. coli eingesetzt.
Lysispuffer: 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
1 mM EDTA
100 mM NaCl
1 % (w/v) SDS
2 % (v/v) Triton X-100
2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus 2-5 ml üN-Kulturen erfolgte verändert nach der
alkalischen Lysis-Methode von Birnboim und Doly (1979).
Die Präparation hochreiner Plasmid-DNA für die Sequenzanalyse wurde mit dem
Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit von Genomed nach Angaben des Herstellers
durchgeführt.
2.3.4 PCR („Polymerase Chain Reaction“)
2.3.4.1 Standard-PCR
Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte gewöhnlich in 25 Zyklen mit 100 µl-
Ansätzen, die folgende Komponenten enthielten:
1-100 ng Template
je 150 pmol Primer forward und revers
0,2 mM je dNTP
10 µl 10 x PCR-Puffer
25 mM MgCl2 (falls nicht im PCR-Puffer enthalten)
2,5 U Polymerase
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2.3.4.2 OEP („Overlap Extension PCR“)
Die von Pogulis et al. (1996) beschriebene OEP wurde genutzt, um Punktmutationen,
kurze Deletionen bzw. Insertionen an beliebigen Stellen eines Gens einzuführen.
2.3.4.3 SFH-PCR („Short Flanking Homology PCR“)
Deletionskassetten für Gene replacement wurden mit Hilfe der SFH-PCR nach Wach
et al. (1997) hergestellt.
2.3.4.4 Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden mittels PCR
Für die Southern-Hybridisierung wurden DIG-markierte DNA-Sonden eingesetzt, die
mittels PCR unter Verwendung des PCR DIG Probe Synthesis-Kits (Boehringer
Mannheim) nach Angaben des Herstellers synthetisiert wurden.
2.3.5 Restriktionsspaltung von DNA
Die DNA wurde mit dem empfohlenen Reaktionspuffer (10-fach), sterilem Wasser und
dem gewünschten Enzym (1 U/µg DNA) gemischt. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte
1-3 h bei der für das jeweilige Enzym optimalen Temperatur (meist 37°C).
2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese von DNA
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte über horizontale 0,8-
2 %-ige Agarosegele in 1 x TBE bei 80-120 Volt. Zur Anfärbung der DNA wurde der
Gellösung vor dem Erstarren 0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Zur Größen-
bestimmung der DNA-Fragmente diente EcoRI/HindIII verdaute  λ-DNA als Standard.
2.3.7 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die gewünschte DNA-Bande wurde mit dem Skalpell unter UV-Licht (365 nm)
ausgeschnitten. Die Elution der DNA aus dem Gelblock erfolgte mit dem JETQUICK
Gel Extraction Spin Kit von GENOMED nach Angaben des Herstellers.
2.3.8 Ligation von DNA-Fragmenten
Das zu ligierende DNA-Fragment und die Vektor-DNA wurden in einem molaren
Verhältnis von 4:1 gemischt, Ligasepuffer und 3 U T4-DNA Ligase wurden hinzugefügt
und mit sterilem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde 3 h bei RT oder üN bei
16°C inkubiert. Vor der Transformation in E. coli wurden 5 µl des Ligationsansatzes mit
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Hilfe einer MILLIPORE VS Membran (Poren∅  0,025 µm) 10-15 min gegen steriles
Wasser dialysiert.
2.3.9 Transformation von E. coli
2.3.9.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli- Zellen
400 ml LB-Medium wurden mit 4 ml einer E. coli üN-Kultur beimpft. Nach Erreichen
einer OD600 von 0,5-0,8 wurden die Zellen 15 min auf Eis gestellt und anschließend
abzentrifugiert (4000 x g, 15 min, 4°C). Nach 2x Waschen mit eiskaltem sterilem Wasser
wurde 1x mit 20 ml sterilem 10 % Glycerol gewaschen. Die Zellen wurden in 2 ml 10 %
Glycerol resuspendiert und in 40 µl-Aliquots bei -70°C gelagert.
2.3.9.2 Elektroporation
40 µl elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden mit 1-5 µl DNA gemischt und in
Elektroporationsküvetten (0,2 cm, vorgekühlt) gegeben. Nach der Elektroporation bei 25
µF, 200 Ω und 2,5 kV (Gene Pulser II von Bio-Rad) wurde sofort 1 ml SOC-Medium
zugegeben und die Zellen 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Ausplattieren des Ansatzes auf
LBamp-Platten erfolgte üN eine Inkubation bei 37°C.
2.3.10 DNA-Sequenzierung
Die korrekte Sequenz aller klonierten Allele wurde durch DNA-Sequenzierung nach der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) wie bei Krause-Buchholz (2000)
beschrieben bestätigt.
2.3.11 Klonierung von SCO1 und SCO-Homologen
2.3.11.1 SCO1 aus S. cerevisiae
Die PCR-Amplifizierung eines 1,3 kb Fragmentes, das den Promotor, die codierende
Sequenz und den Terminator von SCO1 enthält (-305 bp bis +1032 bp), erfolgte mit
Hilfe der Primer AH-P26 und AH-P12 und unter Verwendung von genomischer DNA
des Stammes D273-10B als Template. Das PCR-Produkt wurde in die Vektoren YEp351
und pRS415 kloniert.
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2.3.11.2 Klonierung des SCO1-Promotors in den Vektor YEp351
Um SCO-Homologe bzw. Chimäre unter Kontrolle des SCO1-Promotors in S. cerevisiae
exprimieren zu können, wurde der Promotor mittels PCR amplifiziert (Primer AH-P26 +
AR-P3) und in YEp351 kloniert. Das resultierende Plasmid wurde YEp351(1P)
benannt.
2.3.11.3 SCO2 aus S. cerevisiae
Die Amplifizierung des SCO2-Genes (-280 bp bis +959 bp) erfolgte mit den Primern
AR-P4 und AH-P4, als Template diente genomische DNA des Stammes DBY747. Das
PCR-Produkt wurde in den Vektor YEp351 ligiert und anschließend in pRS415 und
pRS414 umkloniert.
2.3.11.4 senC aus Rhodobacter capsulatus (R. capsulatus)
Der senC-ORF wurde mit Hilfe der Primer AR-P81 und AR-P82 von genomischer DNA
aus R. capsulatus (Stamm ATCC 11166, DMSZ Braunschweig) amplifiziert und in den
Vektor YEp351(1P) kloniert. Die genomische DNA wurde von B. Rudakoff zur
Verfügung gestellt.
2.3.12 In vitro Mutagenese Experimente
2.3.12.1 „Random“-Mutagenese des SCO1-Genes
Nach Shafikani et al. (1997) wurde eine mutagene PCR mit Taq-Polymerase in
Gegenwart von 0,05  0,15 mM MnCl2 und unter Verwendung der Primer AH-P26 und
AH-P12 sowie des Plasmids SCO1-YEp351 als Template durchgeführt. Die PCR-
Produkte wurden in YEp351 kloniert und der resultierende Plasmid-Pool in die sco1-
Nullmutante GR20 transformiert. Von drei Transformanden, die temperatursensitives
Wachstum auf Glycerolplatten aufwiesen, wurden die Plasmide reisoliert und in DH5α
transformiert. Zur Bestimmung der Mutation(en) erfolgte die Präparation von Plasmid-
DNA aus je drei Klonen, die zur Sequenzierung eingesetzt wurde. Die als tsA, tsB und
tsC bezeichneten Mutantenallele wurden in pRS415 umkloniert.
2.3.12.2 N-terminal verkürzte sco1/sco2-Allele
Die N-terminal verkürzten sco1- bzw. sco2-Allele wurden mittels PCR unter Verwen-
dung der in der Tabelle angegebenen Primer und Templates erzeugt, in YEp351(1P)
kloniert und anschließend mit dem SCO1-Promotor in pRS415 umkloniert.
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Konstrukt Primer Template
SCO1(C) AR-P76 + AH-P12 SCO1-YEp351
SCO1(∆1-123) AR-P2 + AH-P12 SCO1-YEp351
SCO2(C) AR-P75 + AR-P74 SCO2-YEp351
2.3.12.3 C-terminal verkürzte sco1-Allele
Die C-terminal verkürzten sco1-Allele wurden mittels PCR unter Verwendung der in der
Tabelle angegebenen Primer und Templates erzeugt und in YEp351 bzw. pRS415
kloniert.
Konstrukt Primer Template
del1 AH-P26 + AR-P5 SCO1-YEp351
del2 AH-P26 + AR-P6 SCO1-YEp351
del3 AH-P26 + AR-P23 SCO1-YEp351
del4 AH-P26 + AR-P46 SCO1-YEp351
del5 AH-P26 + AR-P47 SCO1-YEp351
SCO1(1-158) AH-P26 + 158stop SCO1-YEp351
2.3.12.4 SCO1/SCO2-Chimäre und SCO1/senC-Chimäre
Um codierende Sequenzen zweier verschiedener Gene zu einem chimären Gen zu
vereinigen, wurde die Technik der Overlap Extension PCR (2.3.4.2) angewendet. Die
zunächst amplifizierten Subfragmente entsprachen dabei der gewünschten Sequenz
jeweils eines Gens. Die Amplifizierung des kompletten Chimären erfolgte aufgrund der
überlappenden Bereiche der Subfragmente und mit Hilfe der flankierenden Primer. Die
verwendeten Primer und Templates sind in der Tabelle aufgeführt. Die finalen PCR-
Produkte wurden in YEp351 kloniert, wenn der N-terminale Chimärteil von SCO1
stammte. Andernfalls erfolgte die Klonierung in YEp351(1P), so dass letztlich alle
Chimäre unter Kontrolle des SCO1-Promotors standen. Einige Konstrukte wurden mit
SCO1-Promotor in pRS415 umkloniert.
Konstrukt Subfr. Primer für
Subfragment
Template für
Subfragment
Flankierende
Primer
1 AH-P26 + AR-P7 SCO1-YEp351hyb3
2 AR-P8 + AH-P4 SCO2-YEp351
AH-P26 + AH-P4
1 AH-P26 + AR-P9 SCO1-YEp351hyb4
2 AR-P10 + AH-P4 SCO2-YEp351
AH-P26 + AH-P4
1 AH-P26 + AR-P19 SCO1-YEp351hyb5
2 AR-P20 + AH-P4 SCO2-YEp351
AH-P26 + AH-P4
1 AH-P26 + AR-P21 SCO1-YEp351hyb6
2 AR-P22 + AH-P4 SCO2-YEp351
AH-P26 + AH-P4
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1 AR-P24 + AR-P40 SCO2-YEp351hyb7
2 AR-P41 + AH-P12 SCO1-YEp351
AR-P24 + AH-P12
1 AR-P24 + AR-P44 SCO2-YEp351hyb9
2 AR-P45 + AH-P12 SCO1-YEp351
AR-P24 + AH-P12
1 AR-P24 + AR-P40 SCO2-YEp351hyb10
2 AR-P41 + AH-P4 hyb5-YEp351
AR-P24 + AH-P4
1 AR-P24 + AR-P40 SCO2-YEp351hyb11
2 AR-P41 + AH-P4 hyb6-YEp351
AR-P24 + AH-P4
1 AH-P26 + AR-P83 SCO1-YEp351ScRc1
2 AR-P84 + AR-P82 SenC-YEp351(1P)
AH-P26 + AR-P82
1 AH-P26 + AR-P85 SCO1-YEp351ScRc2
2 AR-P89+ AR-P82 SenC-YEp351(1P)
AH-P26 + AR-P82
1 AH-P26 + AR-P107 SCO1-YEp351
2 AR-P108 + AR-P109 SenC-YEp351(1P)
ScRc4
3 AR-P110 + AH-P12 SCO1-YEp351
AH-P26 + AH-P12
2.3.12.5 sco1-, sco2- und hyb4-Punktmutanten
Punktmutationen wurden mit Hilfe der Overlap Extension PCR (2.3.4.2) in DNA-
Sequenzen eingeführt. Die resultierenden sco1- und hyb4-Mutantenallele wurden in
YEp351 bzw. pRS415, das sco2-cys3-Allel in YEp351(1P) kloniert. Folgende Tabelle
gibt einen Überblick über die erzeugten Punktmutanten und die dafür verwendeten
Primer und Templates.
Konstrukt Mutagene Primer Flankierende Primer Template
cys1 AB-1, AB-P6 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
cys2 AB-2, AB-P7 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
cys3 AB-3, AB-P8 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
cys4 AR-P15, AR-P16 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
cys5 AR-P13, AR-P14 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
cys6 AR-P15, AR-P16 AH-P26 + AH-P12 cys5-YEp351
Y276F AR-P11, AR-P12 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
E155K AR-P105, AR-P106 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
H239T AR-P101, AR-P102 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
S240F AR-P103, AR-P104 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
Q101E AR-P27, AR-P28 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
L99 AR-P29, AR-P30 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
E105D AR-P31, AR-P32 AH-P26 + AH-P12 SCO1-YEp351
SCO2-cys3 AR-P117, AR-P118 AR-P24 + AH-P4 SCO2-YEp351
hyb4-D AR-P33, AR-P34 AH-P26 + AH-P4 hyb4-YEp351
hyb4-E AR-P35, AR-P36 AH-P26 + AH-P4 hyb4-YEp351
hyb4-F AR-P37, AR-P38 AH-P26 + AH-P4 hyb4-YEp351
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2.3.13 Fusionskonstrukte
2.3.13.1 GST-Fusionen für die Expression in S. cerevisiae
SCO1(C)-pEG-KT: Um die As 93-295 von Sco1p N-terminal mit GST zu fusionieren,
wurde die entsprechende codierende Sequenz mit Hilfe der Primer AR-P79 und AH-P12
und SCO1-YEp351 als Template amplifiziert und in den Vektor pEG-KT kloniert.
COX17-pEG-KT: Für die N-terminale Fusion von Cox17p mit GST wurde eine PCR
unter Verwendung der Primer BR-P13 und BR-P14 und genomischer DNA des W303
durchgeführt, das resultierende Fragment wurde in den Vektor pEG-KT kloniert.
2.3.13.2 GST-Fusionen für die Expression in E. coli
SCO1(C)-pGEX: As 93-295 von Sco1p wurden N-terminal an GST fusioniert, indem ein
mit den Primern AR-P111 und AR-P112 und SCO1-YEp351 als Template erzeugtes
PCR-Fragment in pGEX-4T-3 kloniert wurde.
SCO2(C)-pGEX: Die N-terminale Fusion der As 99-301 von Sco2p erfolgte durch
Klonierung eines mit den Primern AR-P113 und AR-P114 und dem Template SCO2-
YEp351 amplifizierten Fragmentes in pGEX-4T-3.
COX2(C)-pGEX: Um die AS 108-351 von Cox2p N-terminal an GST zu fusionieren,
wurde die entsprechende codierende Sequenz mit den Primern AR-P97 und AR-P120
sowie dem Plasmid J-BD als Template amplifiziert und in pGEX-4T-3 kloniert.
2.3.13.3 GFP-Fusionen für die Expression in S. cerevisiae
Die OEP (2.3.4.2) wurde genutzt, um SCO1 und SCO2 C-terminal mit dem GFP-Gen zu
fusionieren. Die finalen PCR-Produkte wurden in YEp351 kloniert und danach in
pRS415 und pRS414 umkloniert. Die Tabelle gibt einen Überblick über verwendete
Primer und Templates:
Konstrukt Subfr
.
Primer für
Subfragment
Template für
Subfragment
Flankierende
Primer
1 AH-P26 + AR-P123 SCO1-YEp351SCO1-GFP
2 AR-P122 + AR-P121 pGFP-c-fus
AH-P26 + AR-
P121
1 AH-P26 + AR-P125 SCO2-3HA-YEp351(1P)SCO2-GFP
2 AR-P124 + AR-P121 pGFP-c-fus
AH-P26 + AR-
P121
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2.3.13.4 Triple-HA Fusionen für die Expression in S. cerevisiae
In nachfolgender Tabelle sind alle verwendeten Triple-HA Fusionskonstrukte und die für
ihre Herstellung genutzten Primer und Templates aufgeführt. Mit Ausnahme von SCO2-
3HA-(1P) und SCO2(C)-3HA-(1P) wurden die PCR-Produkte in den Vektor YEp351-
3HA kloniert und gegebenenfalls als Fusionskonstrukt in pRS415 umkloniert. Im Fall
von SCO2-3HA-(1P) und SCO2(C)-3HA-(1P) erfolgte ein zusätzlicher
Zwischenklonierungsschritt in YEp351(1P).
Konstrukt Primer Template
SCO1-3HA AH-P26 + AR-P99 SCO1-YEp351
SCO1(C)-3HA AH-P26 + AR-P99 SCO1(C)-YEp351(1P)
cys1-3HA AH-P26 + AR-P99 cys1-YEp351
cys2-3HA AH-P26 + AR-P99 cys2-YEp351
cys3-3HA AH-P26 + AR-P99 cys3-YEp351
H239T-3HA AH-P26 + AR-P99 H239T-YEp351
SCO2-3HA AR-P4 + AR-P74 SCO2-YEp351
SCO2-3HA-(1P) AR-P73 + AR-P74 SCO2-YEp351
SCO2(C)-3HA-(1P) AR-P75 + AR-P74 SCO2-YEp351
SCO2-cys3-3HA-(1P) AH-P26 + AR-P74 SCO2-cys3-YEp351(1P)
hyb3-3HA AH-P26 + AR-P74 hyb3-YEp351
hyb4-3HA AH-P26 + AR-P74 hyb4-YEp351
hyb5-3HA AH-P26 + AR-P74 hyb5-YEp351
hyb6-3HA AH-P26 + AR-P74 hyb6-YEp351
hyb7-3HA AH-P26 + AR-P99 hyb7-YEp351(1P)
hyb9-3HA AH-P26 + AR-P99 hyb9-YEp351(1P)
hyb10-3HA AH-P26 + AR-P74 hyb10-YEp351(1P)
hyb11-3HA AH-P26 + AR-P74 hyb11-YEp351(1P)
2.3.14 Transformation von S. cerevisiae
2.3.14.1 Transformation nach Schiestl und Gietz (1989)
Die hocheffiziente Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA oder
Deletionskassetten erfolgte wie bei Krause-Buchholz (2000) beschrieben.
2.3.14.2 Schnelltransformation
Für eine schnelle, jedoch weniger effiziente Transformation wurden Hefezellen von einer
frischen YPD-Platte entnommen, mit sterilem Wasser gewaschen und in 10 µl Carrier-
DNA-Lösung (2mg/ml Heringssperma-DNA) aufgenommen. Nach Zugabe von 2-5 µl
DNA und 500 µl PEG/LiAc wurde der Ansatz kräftig gevortext und 15 min bei 30°C
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inkubiert. Nach weiteren 15 min Inkubation bei 42°C wurden die Hefezellen
abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen und auf Selektivmedium ausplattiert.
PEG/LiAc: 0,1 M LiAc
10 mM Tris-HCl pH 5,5
1 mM EDTA pH 8,0
40% PEG 3350
2.3.15 „Gene replacement“ in S. cerevisiae
Um ein Gen vollständig aus dem haploiden Genom von S. cerevisiae zu entfernen, wurde
zunächst eine Deletionskassette mit Hilfe der SFH-PCR (2.3.4.3) hergestellt. Diese
bestand aus einem Selektionsmarkergen, das auf beiden Seiten um je 40 bp verlängert
wurde, die identisch waren zu den Regionen, die 5- bzw. 3-seitig das zu deletierende
Gen flankieren. Mit Hilfe der Deletionskassette erfolgte die Geninaktivierung wie bei
Rothstein (1983) beschrieben. Das Replacement der entsprechenden Gene wurde mit
Hilfe einer Southern blot Hybridisierung nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
2.3.15.1 Erzeugung der sco2-Nullmutante AR1
Um SCO2 im Stamm DBY747 zu deletieren (-345 bp bis + 1103 bp), wurde mittels SFH-
PCR das HIS3-Gen von S. cerevisiae mit den Primern AH-P32 und AH-P33 von
genomischer DNA des Stammes MK20 amplifiziert. Die SCO2-Deletionskassette wurde
in den Stamm DBY747 transformiert, es erfolgte eine Selektion auf MM ohne Histidin.
Eine his+-Transformande wurde nach Verifizierung des SCO2-replacements
ausgewählt und als AR1 bezeichnet.
2.3.15.2 Erzeugung der sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2
Für die Konstruktion der sco1/sco2-Doppelnullmutante wurde eine SCO2-
Deletionskassette in die sco1-Nullmutante GR20 transformiert. Die Herstellung der
Deletionskassette, die als Markergen das heterologe his5+-Gen aus Schizosaccharomyces
pombe enthielt, erfolgte mit Hilfe der Primer AR-P25 und AR-P26. Als Template diente
das Plasmid pFA6a-HIS3MX6. Eine his+-Transformande wurde nach Verifizierung des
SCO2-replacements ausgewählt und als AR2 bezeichnet.
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2.3.15.3 Erzeugung der cox17-Nullmutante AR3
Die Deletion des COX17-ORFs im Stamm W303 erfolgte mit einer Deletionskassette, die
als Markergen das heterologe his5+-Gen aus S. pombe enthielt und mit Hilfe der Primer
AR-P69 und AR-P70 amplifiziert wurde. Als Template diente das Plasmid pFA6a-
HIS3MX6. Eine his+-Transformande wurde nach Verifizierung des COX17-
replacements ausgewählt und als AR3 bezeichnet.
2.3.16 Southern Hybridisierung
Zum Transfer von DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran wurde die
Methode des Kapillartransfers angewendet (Southern, 1975). Die Hybridisierung der
immobilisierten DNA mit DIG-markierten DNA-Sonden und die anschließende
immunologische Detektion erfolgten nach Angaben des Herstellers (Boehringer
Mannheim). Als Substrat für die AP-katalysierte Nachweisreaktion diente CDP-StarTM.
2.4 Biochemische Methoden
2.4.1 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in einem diskontinuierlichen Gelsystem nach
Laemmli (1970) in Mini-Apparaturen (9,0 x 7,0 x 0,75 cm3) der Firmen Bio-Rad oder
Hoefer. Es wurden 12 %ige bzw. 15 %ige Trenngele verwendet.
Bis die Bromphenolblaufront das Trenngel erreichte, wurde die Spannung auf konstant
80 V gehalten, danach wurde die Elektrophorese mit konstant 120 V fortgesetzt.
Trenngel: 375 mM Tris-HCl, pH 8,8
12 % bzw. 15 % (w/v) Acrylamid
0,32 % bzw. 0,4 % (w/v) Bisacrylamid
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1 % (v/v) TEMED
Sammelgel: 125 mM Tris-HCl, pH 6,8
4 % (w/v) Acrylamid
0,1 % (w/v) Bisacrylamid
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1 % (v/v) TEMED
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Laufpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
6 x SDS-Probenpuffer: 300 mM Tris-HCl, pH 6,8
30 % (w/v) Glycerol
10 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
100 mM DTT (frisch zugesetzt)
2.4.2 Coomassiefärbung von Proteinen im Gel
Färbelösung: 42 % (v/v) Methanol
17 % (v/v) Essigsäure
0,1 % (w/v) Brillantblau G250
Entfärbelösung: 30 % (v/v) Methanol
7 % (v/v) Essigsäure
Das Gel wurde mind. 10 min in der Färbelösung inkubiert. Mit Hilfe der Entfärbe-lösung
(mind. 3x wechseln) wurde der Hintergrund entfärbt und die Proteinbanden sichtbar.
2.4.3 Western blot
Für eine anschließende immunchemische Detektion wurden die Proteine aus dem Gel auf
eine PVDF-Membran im Semi-Dry-Blotverfahren (1 h; 1,1 mA/cm2) transferiert.
Transferpuffer: 192 mM Glycin
25 mM Tris
5,0 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) SDS
Nach dem Transfer wurden die Proteine mittels Ponceau-Rot (0,5 % (w/v) in 1 % (v/v)
Essigsäure) sichtbar gemacht. Der getrocknete Blot konnte bei RT gelagert werden.
2.4.4 Immunchemischer Nachweis von Proteinen
Die Blotmembran wurde 1 h bei RT oder üN bei 4°C in Blockierungslösung (5 % [w/v]
Magermilchpulver in TBS/T) und danach 1 h mit dem primären Antikörper (2.1.4)
inkubiert. Nach 3 x 15 min Waschen in TBS/T erfolgte eine 30 minütige Inkubation mit
dem HRP-gekoppelten sekundären Antikörper (2.1.4). Nach erneutem Waschen erfolgte
die Detektion unter Verwendung des ECLplus-SystemsTM nach Angaben des Herstellers.
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2.4.5 Proteinbestimmung
Alle Proteinbestimmungen wurden mit den DC-Protein-Assay-Reagenzien der Firma
Bio-Rad nach Angaben des Herstellers durchgeführt.
2.4.6 Präparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae
2.4.6.1 Präparation von Mitochondrien nach Daum et al. (1982)
Die geernteten und gewaschenen Zellen wurden 10 min bei 30°C in Puffer A (2 ml/g
ZNG) inkubiert, anschließend mit Puffer C gewaschen und ca. 1 h bei 30°C mit
Zymolyase in Puffer B (7 ml/g ZNG) behandelt. Die Sphäroplasten wurden geerntet, mit
Puffer C gewaschen und in Puffer D aufgenommen. Nun erfolgte der Aufschluss der
Sphäroplasten in einem Glaspotter. Zelltrümmer wurden durch Zentrifugieren (5 min,
3500 x g, 4°C) entfernt. Die Mitochondrien wurden bei 12000 x g und 4°C für 10 min
pelletiert und in Puffer D resuspendiert. Durch erneute Zentrifugation bei 3500 x g
wurden restliche Zellfragmente aus der mitochondrialen Fraktion entfernt, der Überstand
wurde wiederum bei 12000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde 1x mit Puffer D
gewaschen und zum Schluss in Puffer D aufgenommen.
PufferA: 0,1 M Tris-H2SO4, pH 9,4
1,54 mg DTT / ml Puffer A (frisch zugesetzt)
Puffer B: 1,2 M Sorbitol
20 mM KH2PO4, pH 7,4
0,3 mg Zymolyase 20T / ml Puffer B (frisch zugesetzt)
Puffer C: 1,2 M Sorbitol
Puffer D: 0,6 M Mannitol
10 mM Tris-HCl, pH 7,4
1 mM PMSF (frisch zugesetzt)
2.4.6.2 Schnellpräparation von Mitochondrien
50 ml Kultur wurden durch Zentrifugation (3 min, 3500 x g) geerntet. Die Zellen wurden
in 2 ml A. dest (4°C) gewaschen und anschließend in 1 ml MTE-Puffer (4°C)
resuspendiert, ca. 400 µl Glasperlen (∅  0,2-0,45 mm) wurden hinzugefügt. Der
Zellaufschluss erfolgte durch 5 min Vortexen. Der Ansatz wurde kurz auf Eis gestellt,
danach wurde der Überstand abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß überführt.
Die Glasperlen wurden mit 500 µl MTE-Puffer (4°C) gewaschen. Beide Überstände
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wurden vereinigt und zentrifugiert (3 min, 4000 x g, 4°C), um Zelltrümmer und nicht
aufgebrochene Zellen zu entfernen. Die Mitochondrien wurden pelletiert (15 min, 20000
x g, 4°C). Der Überstand (cytosolische Fraktion) wurde abgenommen und das Pellet in
50-100 µl MTE-Puffer aufgenommen. Sollte die cytosolische Fraktion analysiert werden,
wurde der Überstand erneut zentrifugiert (15 min, 20000 x g, 4°C).
MTE-Puffer: 0,65 M Mannitol
20 mM Tris-HCl, pH 7,1
1 mM EDTA
1 mM PMSF (frisch zugesetzt)
2.4.7 Alkalische Extraktion von Proteinen (Fujiki et al., 1982)
200 µg Mitochondrien wurden in 500 µl eiskaltem 0,1 M Na2CO3 (pH 11,5)
resuspendiert und 60 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe weiterer 4,5 ml 0,1 M Na2CO3
(pH 11,5) wurde der Ansatz 1 h bei 45000 rpm und 4°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge
CO-Max, Beckman; Rotor: MLS-50). Das Pellet wurde in 20 µl 1x-SDS-Probenpuffer
aufgenommen, die Proteine im Überstand wurden durch Zugabe von Trichloressigsäure
(Endkonzentration: 10 %) gefällt und nach zweifachem Waschen mit 80 % Aceton
ebenfalls in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Es schlossen sich SDS-PAGE und Western
blot Analyse an.
2.4.8 Proteinase K-Behandlung von Mitochondrien
150 µg Mitochondrien wurden in 200 µg Puffer D (2.4.6.1) resuspendiert. Die
Kontrollansätze, in denen die Mitochondrien vollständig lysiert wurden, enthielten
zusätzlich 1,5 % Triton X-100. Nach Zugabe der Proteinase K (Endkonzentration: 10,
20, 50 oder 100 µg/ml) wurden die Ansätze 20 min auf Eis inkubiert. Die
Proteasebehandlung wurde mit 1 mM PMSF gestoppt. Nach Zentrifugation (10 min,
20000 x g, 4°C) wurden die Pellets in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Es folgten SDS-
PAGE und Western blot Analyse.
2.4.9 Enzymaktivitätsbestimmung der Cytochrom c Oxidase
Die Hefezellen wurden auf Galaktose-Medium kultiviert und in der logarithmischen
Wachstumsphase geerntet. Die Bestimmung der COX-Aktivität erfolgte nach Tzagoloff
et al. (1975). Dazu wurden 50 µg der präparierten mitochondrialen Fraktion im Assay-
Puffer (50 mM Kaliumphosphat, pH 7,2; 0,5 % (v/v) Tween 80) gelöst. Durch Zugabe
von 50 µM Ferrocytochrom c wurde die Reaktion gestartet. Zur Bestimmung der
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Oxidationsrate wurde die Abnahme der Extinktion bei 550 nm und RT spektrometrisch
verfolgt.
2.4.10 Affinitätschromatographische Reinigung von GST-Fusionsproteinen
2.4.10.1 Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus S. cerevisiae
Für die Expression von GST-Fusionsproteinen wurde der diploide Stamm CEN.PK2
genutzt. Die entsprechenden Transformanden wurden bei 30°C in MM-Suc bis zu einer
OD600 von 1 kultiviert. Durch Zugabe von Galaktose (Endkonzentration: 4%) wurde die
Expression der GST-Fusionsproteine induziert. Nach 16 h weiterer Kultivierung erfolgte
die Ernte der Zellen. Anschließend wurden sie 2 x in KTM-Puffer gewaschen und in 4
Vol eiskaltem KTDT-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von ca. 1 ml Glasperlen (∅
0,2-0,45 mm) erfolgte der Zellaufschluss durch Vortexen (5 x 1 min, zwischendurch auf
Eis stellen). Glasperlen und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugieren (10 min, 6000 x g,
4°C) sedimentiert, der Überstand 1 h bei 100000 x g und 4°C zentrifugiert
(Ultrazentrifuge CO-Max, Beckman). Die lösliche Fraktion (Überstand) wurde 2 h bei
4°C unter leichtem Rotieren mit GSH-Sepharose 4B (50 µl auf 10 ml Proteinextrakt)
inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugieren sedimentiert und nach Entfernen
des Überstandes 3 x in mind. 10 Vol Waschpuffer gewaschen. Expression und Reinigung
wurden durch SDS-PAGE und anschließende Coomassiefärbung überprüft. Sepharose-
gebundenes GST-Fusionsprotein konnte mehrere Wochen bei 20°C aufbewahrt werden.
KTM-Puffer: 150 mM KCl
10 mM Tris-HCl, pH 7,4
10 mM Natriummolybdatdihydrat
KTDT-Puffer: 150 mM KCl
10 mM Tris-HCl, pH 7,4
10 mM Natriummolybdatdihydrat
1 mM DTT
1 mM PMSF
1 % (v/v) Triton X-100
Waschpuffer: 1 x PBS
1 mM DTT
1 mM PMSF
0,5 % (v/v) Triton X-100
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2.4.10.2 Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus E. coli
Die GST-Fusionskonstrukte wurden in den E. coli Stamm BL21 transformiert. Die
Kultivierung der Transformanden erfolgte bei 30°C (im Fall von COX2(C)-pGEX) bzw.
37°C in LB-Medium (+ amp, +2 % [w/v] Glucose) bis zu einer OD600 von 0,5-0,9, dann
erfolgte die Induktion der Expression der GST-Fusionsproteine durch Zugabe von 0,05
mM (im Fall von COX2(C)-pGEX) bzw. 0,1 mM IPTG. Nach weiteren 2 h Kultivierung
wurden die Zellen geerntet, in 1 x PBS (+ 10 % [v/v] Glycerol, + 1 % [v/v] Triton X-100,
+ 1 mM PMSF) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Der anschließende
Zellaufschluss erfolgte durch 6 Ultraschallpulse von je 30 s, nach jedem Puls wurden die
Proben 2 min auf Eis gekühlt. Nach Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4°C) wurde der
Überstand auf Eis aufbewahrt und das Pellet wiederum in 1 x PBS (+ 10 % [v/v]
Glycerol, + 1 mM PMSF) resuspendiert und die Ultraschall-behandlung wiederholt.
Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Überstände vereinigt und bei 14000 x g und
4°C 20 min zentrifugiert. Der lösliche Proteinextrakt wurde 1 h unter leichtem Rotieren
mit GSH-Sepharose 4B (100 µl 10 ml Proteinextrakt) bei 4°C inkubiert, die Sepharose
anschließend pelletiert (5 min, 500 x g, 4°C) und 3x in mindestens 10 Vol 1 x PBS (+ 1
mM PMSF) gewaschen. An Sepharose gebundenes GST-Fusionsprotein konnte mehrere
Wochen bei 20°C aufbewahrt werden.
Sollte der GST-Teil abgespalten werden, wurde die GST-Fusionsprotein-gebundene
Sepharose sofort in 490 µl 1 x PBS aufgenommen und 10 µl Thrombinlösung (10 U)
zugesetzt. Nach 2 h Inkubation bei RT unter leichtem Rotieren wurde die Sepharose
sedimentiert und der Überstand (enthielt das gewünschte Protein) entweder sofort für
weitere Untersuchungen eingesetzt oder bei 20°C aufbewahrt. Expression und
Reinigung sowie Thrombinverdau wurden durch SDS-Gelelektrophorese und
anschließende Coomassiefärbung überprüft.
2.4.11 In vitro-Bindungstest
Zunächst wurden 200-500 µg Mitochondrien, die das potenzielle Partnerprotein
enthielten, in Lysispuffer resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugieren
(15 min, 20000 x g, 4°C) des Ansatzes wurde der Überstand zu 15-20 µg Sepharose-
gebundenem GST-Fusionsprotein gegeben, die Inkubation erfolgte 2 h unter leichtem
Rotieren bei 4°C und in Gegenwart von 1 mM bzw. 5 mM DTT. Anschließend wurde die
Sepharose sedimentiert (5 min, 500 x g, 4°C) und 3 x in mindestens 10 Vol Waschpuffer
gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch 5 min Kochen der
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Sepharose in 15 µl 2 x SDS-Probenpuffer. Die Proben wurden in einem 12 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Lysispuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,6
150 mM NaCl
1 % (v/v) Triton X-100
1 mM PMSF
Waschpuffer: 1 x PBS
0,5 % (v/v) Triton X-100
1 mM DTT
1 mM PMSF
2.4.12 Coimmunpräzipitation
Wenn nicht anders angegeben, erfolgten alle Inkubationsschritte unter leichtem Rotieren
bei 4°C. Zunächst wurden 50 µl Protein A-Agarose mit 8 µg anti-HA- bzw. 50 µl eines
Protein A/G-Agarosegemischs mit 10 µg anti-Cox2p-Ak 2-4 h vorinkubiert.
Zwischenzeitlich erfolgte die Lyse von 300-500 µg Mitochondrien in 1 ml Lysispuffer
für 1 h auf Eis. Die lysierten Mitochondrien wurden zentrifugiert (15 min, 20000 x g,
4°C) und der Überstand wurde 1 h mit Protein A- bzw. Protein A/G-Agarose
vorinkubiert, um unspezifisch bindende Komponenten zu entfernen. Nach Zentrifugation
(5 min, 500 x g, 4°C) wurde der Überstand zur Ak-gebundenen Agarose gegeben, der
Ansatz wurde nun 4 h bzw. üN inkubiert. Nach Präzipitation der Agarose (5 min, 500 x
g, 4°C) folgten zwei Waschschritte: es wurde je 1 ml Lysispuffer zur Agarose gegeben
und 20 min inkubiert. Zum Schluss wurden 20 µl 2 x SDS-Probenpuffer zugegeben.
Nach 5 min Kochen wurden die Proben in einem 15 % SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt.
Lysispuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,6
150 mM NaCl
1 % Nonidet P 40
1 mM DTT
1 mM PMSF
Proteaseinhibitoren
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2.4.13 Thioredoxin-Aktivitätstest
Proteine mit Thioredoxin-Aktivität sind in der Lage, unspezifisch die Reduktion der
beiden Disulfidbrücken des Insulins zu katalysieren. Als Konsequenz fällt die nun freie,
unlösliche β-Kette des Insulins aus, was in einer Trübung der Testlösung resultiert und
photometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm verfolgt werden kann. Durch die
Reduktion des Insulins wird das katalysierende Enzym oxidiert und muss selbst wieder
reduziert werden, um katalytisch aktiv zu sein. Dies kann durch DTT (2.4.13.1) oder
Thioredoxin-Reduktase-katalysiert mit NADPH als Elektronendonor (2.4.13.2) erfolgen.
Alle Reaktionen wurden bei RT in einem Vol von 100 µl in Mikrotiterplatten
durchgeführt. Die Trübung wurde über 100 min am Plattenphotometer GENios der Firma
TECAN verfolgt.
2.4.13.1 Thioredoxin-katalysierte Reduktion von Insulin durch DTT
Der Reaktionsansatz enthielt 110 µM Insulin sowie 15 µM in E. coli heterolog
exprimiertes und affinitätschromatografisch gereinigtes Sco1p(C) bzw. Sco2p(C)
(2.4.10.2) in 100 mM Kaliumphosphat, 2 mM EDTA (pH 7,4). 5 µM humanes
Thioredoxin wurden als Positivkontrolle genutzt. Da DTT selbst in der Lage ist, über
einen längeren Zeitraum Insulin zu reduzieren, wurde als Negativkontrolle ein Ansatz
verwendet, der kein Thioredoxin bzw. auf Thioredoxin-Aktivität zu testendes Protein
enthielt. Durch Zugabe von 1 mM DTT wurde die Reaktion gestartet. Der Ansatz, der als
Nullwert diente, enthielt ausschließlich Puffer und Insulin.
2.4.13.2 Thioredoxin-katalysierte Reduktion von Insulin durch NADPH
Der Reaktionsansatz enthielt 500 µM NADPH, 55 µM Insulin sowie 15 µM in E. coli
heterolog exprimiertes und affinitätschromatografisch gereinigtes Sco1p(C) bzw.
Sco2p(C) in 100 mM Kaliumphosphat, 2 mM EDTA (pH 7,4). Als Positivkontrolle
kamen 5 µM humanes Thioredoxin zum Einsatz. Der als Nullwert dienende Ansatz
enthielt kein Thioredoxin bzw. auf Thioredoxin-Aktivität zu testendes Protein. Durch
Zugabe von 80 nM humaner Thioredoxin-Reduktase wurde die Reaktion gestartet.
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3 Ergebnisse
3.1 Mutagenese des SCO1-Gens
Es wurden verschiedene Mutagenesetechniken angewendet, um Informationen über
funktionell wichtige Bereiche bzw. Aminosäuren von Sco1p zu erhalten.
3.1.1 „Random“-Mutagenese von SCO1
Ziel der Random-Mutagenese war die Erzeugung von sco1-Allelen, die nach
Transformation in die atmungsdefiziente sco1-Nullmutante GR20 kein oder vermindertes
Wachstum auf nicht-fermentierbarem Medium vermitteln. Dabei waren v.a. solche
Mutanten von Interesse, deren Phänotyp in Abhängigkeit von der Temperatur variiert
und die deshalb für eine funktionelle Charakterisierung besonders geeignet sind.
Mit Hilfe der unter 2.3.12.1 beschriebenen Vorgehensweise konnten drei
temperatursensitive sco1-Allele identifiziert werden, die als tsA, tsB und tsC bezeichnet
wurden. Das Wachstum der entsprechenden GR20-Transformanden auf Glycerolmedium
bei 25°C, 30°C und 37°C sowie die Ergebnisse der Sequenzanalyse sind in Tabelle 1
dargestellt. Eine Retransformation der isolierten Plasmide in GR20 bestätigte den
Phänotyp: die entsprechenden Transformanden zeigten das gleiche temperatursensitive
Wachstum auf Glycerolmedium.
In den sco1-Allelen tsA und tsB sind Stoppcodons erzeugt worden, die zu einem
vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese führen sollten (Abb. 3). Beim Konstrukt tsC
sollte es aufgrund der frameshift-Mutation gleichermaßen zu einem frühen Abbruch
der Polypeptidkette durch ein im neuen Leseraster nach 19 Codons auftretendes
Stoppcodon kommen (Abb. 3). Um so überraschender war die Beobachtung, dass alle
drei Allele die sco1-Nullmutante GR20 zu temperatursensitivem Wachstum befähigten.
Die Funktionalität der aufgrund des vorzeitigen Kettenabbruchs stark verkürzten Sco1-
Proteine erschien unwahrscheinlich. Im Fall von tsB und tsC konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass aufgrund einer Reinitiation der Translation am zweiten
AUG-Codon der SCO1-mRNA (Position: + 370) ein N-terminal verkürztes Sco1p
synthetisiert wird, das für den beobachteten Phänotyp verantwortlich ist. Um dies zu
überprüfen, wurde das Konstrukt SCO1(∆1-123)-YEp351 hergestellt und in GR20
getestet (3.1.3). Es erwies sich als nicht funktionell.
Ergebnisse
48
Tab. 1: Die sco1-Allele tsA, tsB und tsC
Nach Isolierung der Plasmide aus den GR20-Transformanden, die temperatursensitives
Wachstum auf Glycerolmedium zeigten, wurden die aufgeführten Mutationen durch DNA-
Sequenzierung identifiziert. Die in Klammern angegebenen bp-Positionen beziehen sich auf die
erste Base im Startcodon des SCO1-ORF. Die resultierenden Veränderungen der Aminosäure-
Sequenz sind angegeben.
Die Tabelle zeigt außerdem das nach 4 d beobachtete Wachstum des GR20 nach Transformation
mit tsA-YEp351, tsB-YEp351 bzw. tsC-YEp351 auf YPG-Platten: ++++: wt-entsprechendes,
+++: leicht reduziertes, ++: mittleres bzw. +: stark reduziertes Wachstum
Mutationen Wachstum auf YPGAllel
DNA Protein 23°C 30°C 37°C
K(132)stop (TAA)tsA A→T (bp + 394)
T→C (bp + 456) neutral
+ ++ ++
K(63)stop (TAA)tsB A→T (bp + 187)
G→A (bp + 219) neutral
+ +++ +
tsC Deletion von C (bp + 47)
T→A (bp + 98)
A→T (bp + 166)
-1 frame shift
F(33)Y im wt Sco1p
T(56)A im wt Sco1p
+ + +++
Eine andere Erklärungsmöglichkeit wäre, dass mit geringer Häufigkeit Ereignisse wie
das Überlesen des TAA-Stoppcodons im Fall von tsA und tsB bzw. frameshifting
während der Translation im Fall von tsC auftreten und dadurch einige wenige Sco1p-
Moleküle der richtigen Größe gebildet werden. Diese könnten gerade ausreichen, um in
GR20 den beschriebenen Phänotyp zu vermitteln. Die Häufigkeit des Überlesens der
Stoppcodons oder des frameshifting könnte von der Temperatur abhängig sein. Im
Einklang mit dieser Idee steht die Beobachtung, dass bei einer geringeren Kopienzahl die
Anzahl der gebildeten Sco1p-Moleküle offensichtlich nicht mehr ausreicht, um
Atmungskompetenz zu vermitteln. So führt die Expression der Allele tsA, tsB und tsC
vom single copy Vektor pRS415 nicht zur Komplementation des GR20.
Überlesen eines Stoppcodons und translationales frameshifting sind Ereignisse, die
während der Elongationsphase der Translation stattfinden. Neben dem programmierten
Auftreten als (seltene) Mechanismen der Genexpression (z.B. Morris und Lundblad,
1997; Steneberg et al., 1998) werden in der Literatur Fälle beschrieben, bei denen es zum
spontanen, fehlerhaften Überlesen bzw. frameshifting kommt. So resultieren
beispielsweise nonsense-Mutationen im HSF1-Gen aus S. cerevisiae ebenfalls in
einem temperatursensitiven Phänotyp, obwohl im genetischen Hintergrund des Stammes
keine bekannten nonsense-Suppressoren vorliegen (Kopczynski et al., 1992). Für eine
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dieser Mutationen wurde nachgewiesen, dass sie tatsächlich überlesen wird. Die Autoren
vermuten, dass Überlesen von Stoppcodons mit geringer Effizienz in S. cerevisiae
stattfindet. Das Auftreten von spontanen frameshifts während der Translation wird mit
<10-5 pro Codon als sehr selten angenommen (Farabaugh und Björk, 1999). In der
Literatur wird ein Beispiel beschrieben, bei dem eine 1 frameshift-Mutation im mt
codierten COX2-Gen von S. cerevisiae zu einem dem tsC vergleichbaren
temperatursensitiven Phänotyp führt (Fox und Weiss-Brummer, 1980).
                 PS                    TM             M        CXXXC
tsA
          Stopp
                 PS                    TM             M        CXXXC
tsB
               Stopp
                 PS                    TM             M        CXXXC
tsC
                    F33Y
              T56A
       frameshifting?
                 PS                    TM             M         CXXXC
sco1-1
        Stopp       G160V
Abb. 3: Schematische Darstellung der mittels „Random“-Mutagenese erzeugten sco1-
Allele sowie des sco1-1-Allels des Stammes MK20
PS: Präsequenz; TM: transmembranes Segment; M: zweites ATG-Codon im SCO1-ORF; die
aus der veränderten Basenabfolge resultierenden Aminosäureaustausche im Original-Leseraster
sind angegeben.
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3.1.2 Das sco1-1-Allel
Das SCO1-Gen wurde ursprünglich durch Transformation des atmungsdefizienten
Stammes MK20 mit einer Hefegenbank und anschließende Komplementationsanalyse
isoliert (Schulze und Rödel, 1988). Das sco1-Mutantenallel des MK20 wurde sco1-1
benannt. Weitere Untersuchungen des MK20 zeigten, dass die COX-Aktivität im
Vergleich zum Wildtyp 20 % beträgt. Im Spektrum konnten die Cytochrome a/a3 nicht
mehr detektiert werden. Die radioaktive Markierung der mt Translationsprodukte in vivo
in Gegenwart von Cycloheximid und die anschließende Autoradiographie der
gelelektrophoretisch aufgetrennten Translationsprodukte zeigte, dass sowohl im MK20
als auch in der sco1-Nullmutante GR20 Cox2p nicht mehr nachweisbar ist. Hingegen
erwies sich Cox1p im MK20 stabiler als im GR20 (Schulze und Rödel, 1988).
Die Mutation(en) im sco1-1-Allel wurde(n) bisher noch nicht identifiziert. Um sie zu
bestimmen, wurde das Allel in drei unabhängigen PCR-Ansätzen mit Hilfe der Primer
AH-P26 und AH-P12 und genomischer DNA des MK20 als Template amplifiziert und in
YEp351 kloniert. Jeweils ein Klon wurde sequenziert. Folgende Mutationen konnten in
allen drei Klonen identifiziert werden:
DNA Protein
C→T (bp + 301) Q(101)→stop(TAG)
G→T (bp + 479) G(160)V
Ähnlich wie bei den sco1-Allelen tsA und tsB (3.1.1) sollte es aufgrund des vorzeitigen
Stoppcodons zu einem vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese kommen (Abb. 3). Es
stellte sich nun die Frage, ob bei Überexpression des sco1-1-Allels ebenfalls
Komplementation der sco1-Nullmutante zu beobachten ist. In Tab. 2 ist das Wachstum
von GR20 nach Transformation mit dem multi copy Konstrukt sco1-1-YEp351
dargestellt.
Interessanterweise wurde auch in diesem Fall temperatursensitives Wachstum der GR20-
Transformanden beobachtet. Mit Hilfe des Sco1p-Antiserums konnte in Mitochondrien
des mit sco1-1-YEp351 transformierten MK20 ein schwaches Signal in Höhe des wt-
Sco1p detektiert werden (Abb. 4, Spur 2). Diese Beobachtung lässt die Schlussfolgerung
zu, dass zumindest in den getesteten Stämmen ein Überlesen von (vorzeitigen)
Stoppcodons stattfindet, das in dem beobachteten Phänotyp resultiert.
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Da unter den getesteten Bedingungen (reduziertes) Wachstum beobachtet wurde, scheint
die zweite Mutation im sco1-1-Allel (G160V) die Funktion von Sco1p nicht wesentlich
zu beeinträchtigen.
Außerdem wurde die Abhängigkeit des Wachstums der Transformanden von der Cu-
Konzentration auf 0,2 % CuSO4 enthaltenden YPG-Platten getestet. Das stärkere
Wachstum der Transformanden bei einer erhöhten Cu-Konzentration spricht für die
Beteiligung von Sco1p am mt Cu-Metabolismus.
Tab. 2: Wachstum der sco1-Nullmutante nach Transformation mit sco1-1-YEp351
Das Wachstum der Transformanden wurde auf YPG-Platten bei den angegebenen Temperaturen
getestet. Zusätzlich wurde der Effekt einer erhöhten Cu-Konzentration im Medium getestet,
indem die Transformanden bei 30°C auf einer YPG-Platte, die 0,2 % CuSO4 enthielt, inkubiert
wurden. Im Vergleich zum Wildtyp war unter allen getesteten Bedingungen ein verzögertes
Wachstum zu beobachten. Die Tabelle spiegelt das nach 5 Tagen beobachtete Wachstum wider.
+++: dem Wildtyp entsprechendes, ++: reduziertes bzw. -: kein Wachstum
25°C 30°C 37°C 30°C +
0,2 % CuSO4
- ++ ++ +++
                    1       2
Abb. 4: Überexpression des sco1-1-Allels in MK20
Es wurden je 30 µg der mt Fraktion des Wildtyps W303 (Spur 1) bzw. der Mutante MK20 nach
Transformation mit sco1-1-YEp351 (Spur 2) eingesetzt. Im Gegensatz zum untransformierten
MK20 (nicht gezeigt) konnte bei Überexpression des sco1-1-Allels eine Bande in Höhe des wt-
Sco1p detektiert werden. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit Ak gegen Sco1p. Mit
Hilfe des Porin-spezifischen Ak wurde verifiziert, dass vergleichbare Proteinmengen eingesetzt
wurden (nicht gezeigt).
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3.1.3 N-terminal verkürzte sco1-Allele
Um Hinweise auf mögliche Funktionen verschiedener Bereiche von Sco1p zu erhalten,
wurden N-terminal größere Deletionen eingeführt und die resultierenden Sco1p-Derivate
untersucht. Abb. 5 gibt einen Überblick über die in dieser Arbeit analysierten N-terminal
verkürzten Sco1p-Derivate.
M
     Sco1p                  PS                               TM
     Sco1p(∆2-32)
     Sco1p(C)
     Sco1p(∆1-123)
Abb. 5: Schematische Darstellung von Sco1p und den N-terminal verkürzten Sco1-
Mutantenproteinen
PS = putative Präsequenz, TM = transmembranes Segment, M = 2. ATG-Codon im SCO1-ORF
(entspricht der As-Position 124); rot gekennzeichnet ist die Position des CXXXC-Motivs
Sco1p(∆2-32)
Die putative abspaltbare Präsequenz ist nicht essenziell für Import/Funktion von Sco1p.
Der N-Terminus von Sco1p weist typische Charakteristika mitochondrialer
Importsequenzen auf. In vitro Importstudien zeigten, dass der 33 kDa Precursor unter
Abspaltung einer Präsequenz von 3-4 kDa in die Mitochondrien gelangt (Schulze und
Rödel, 1989). Aufgrund der Größe der abspaltbaren Präsequenz und der Arginin minus
2-Regel (Hartl et al., 1989) wurde angenommen, dass die Prozessierung zum maturen
Sco1p zwischen As 32 und 33 erfolgt (Kuschel, 1999). Ein von K. Tzschoppe (Dresden)
zur Verfügung gestelltes Konstrukt (SCO1(∆2-32)-pRS415), das für ein um die putative
Importsequenz verkürztes Sco1p codiert, wurde in die sco1-Nullmutante GR20
transformiert. Überraschenderweise konnte Sco1p(∆2-32) Wachstum auf nicht-
fermentierbarem Medium vermitteln, wenn auch deutlich schlechter als wt-Sco1p (3.2.5,
Tab. 8). Aus Abb. 6 wird ersichtlich, dass das Protein in der mt Fraktion nachgewiesen
werden kann, während in der cytosolischen Fraktion kein Signal detektiert wird.
Demnach scheint die Präsequenz weder für den Import von Sco1p noch für dessen
Funktion essenziell zu sein. Der Befund spricht außerdem dafür, dass Sco1p mindestens
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ein (weiteres) Importsignal besitzt. Der Import des verkürzten Proteins erfolgt aber
möglicherweise mit einer viel geringeren Effizienz, da die Konzentration dieses Proteins
in der mt Fraktion im Vergleich zu wt-Sco1p wesentlich schwächer ist (Abb. 6, Spuren 1
und 2). In diesem Fall würden die im Cytosol verbleibenden Moleküle rasch abgebaut.
Nicht auszuschließen ist außerdem, dass Sco1p(∆2-32) einem verstärkten Abbau in den
Mitochondrien unterliegt.
Abb. 6: Western blot-Analyse der N-terminal verkürzten Sco1-Mutantenproteine
GR20 wurde nach Transformation mit den entsprechenden pRS415-Konstrukten auf MM-Gal
bei 30°C kultiviert. Je 30 µg der mitochondrialen und der cytosolischen Fraktion wurden in
einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit Ak gegen
Sco1p, Porin und Pgk1p (nicht gezeigt). Mit Hilfe des Porin-Ak und des Pgk1p-Ak wurde die
Qualität der mitochondrialen und der cytosolischen Fraktionen sowie das Einsetzen
vergleichbarer Proteinmengen überprüft. M: mitochondriale Fraktion, C: cytosolische Fraktion
1: Sco1p; 2: Sco1p(∆2-32); 3: Sco1p(C); 4: Sco1p(∆1-123)
Sco1p(C)
Ein aus As 93-295 bestehendes Sco1p-Derivat wird ebenfalls in die Mitochondrien
importiert, ist aber nicht funktionell.
In einem weiteren Experiment wurden die Aminosäuren 2-92 von Sco1p deletiert
(Sco1p(C)), so dass nur der im IMS exponierte Proteinteil exprimiert wird (Abb. 5).
Dieses Konstrukt ist erwartungsgemäß weder bei single copy noch bei multi copy
Expression in der Lage, den Deletionsstamm GR20 zu Wachstum auf nicht-
fermentierbarem Medium zu befähigen.
Sco1p-Ak
   M   C   M   C   M  C     M  C
1 2 3 4
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Überraschenderweise wird auch dieses verkürzte Protein bei authentischer Expression in
GR20 (single copy Vektor pRS415, SCO1-Promotor) ausschließlich in der mt Fraktion
nachgewiesen (Abb. 6), und zwar mit einer deutlich stärkeren Intensität als Sco1p(∆2-
32). Mit Hilfe einer Proteinase K-Behandlung von Mitochondrien dieser Transformanden
sollte untersucht werden, ob sich Sco1p(C) tatsächlich in den Mitochondrien befindet
oder ob es lediglich assoziiert ist. Der in Abb. 7 gezeigte Western blot belegt, dass
Sco1p(C) proteasegeschützt und damit in den Mitochondrien vorliegt. Zwar ist das mit
dem Sco1p-Antiserum detektierte Signal in der nicht mit Proteinase K behandelten Probe
intensiver; da dies aber auch bei dem im IMS vorliegenden Cytb2 der Fall ist, waren
offensichtlich bei einem Teil der eingesetzten Mitochondrien die Membranen nicht mehr
intakt und dadurch die Proteine für Proteinase K zugänglich.
Im Bereich zwischen As 93-295 von Sco1p kann ein internes/C-terminales oder aber ein
durch die Verkürzung artifiziell entstandenes Importsignal vermutet werden.
Abb. 7: Proteinase K-Behandlung von Mitochondrien aus Sco1p(C) exprimierendem
GR20
GR20 nach Transformation mit SCO1(C)-pRS415 wurde auf MM-Raf kultiviert. Je 150 µg der
mitochondrialen Fraktion wurden einer 20-minütigen Proteinase K-Behandlung unterzogen, die
eingesetzten Mengen an Proteinase K sind angegeben. Parallele Ansätze, in denen die Proteine
durch Lyse der Mitochondrien mittels Triton X-100 für Proteinase K zugänglich gemacht
wurden, dienten zur Kontrolle der Aktivität der Protease sowie der Empfindlichkeit der
untersuchten Proteine gegenüber Proteinase K. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit
Antikörpern gegen Sco1p und Cytb2.
0    10     20    50  100  10   20   50   100
-     -      -      -     -    +    +    +    +
Proteinase K in µg/ml
1,5 % Triton X-100
Sco1p(C)
Cytb2
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Sco1p(C) sollte aufgrund des Fehlens des TM-Segmentes löslich sein und sich entweder
in der Matrix oder im IMS befinden. Um dies zu prüfen, wurde eine alkalische
Extraktion von Mitochondrien mit anschließender Ultrazentrifugation durchgeführt. Bei
dieser Methode werden integrale Membranproteine in der Pelletfraktion und lösliche
bzw. peripher membranassoziierte Proteine im Überstand nachgewiesen. Entgegen den
Erwartungen wurde Sco1p(C) fast vollständig in der Pelletfraktion detektiert (Abb. 8).
Da die leicht membranassoziierte Citratsynthase wie erwartet in der löslichen Fraktion
nachgewiesen wurde, kann eine unzureichende Extraktion als Ursache für diesen Befund
ausgeschlossen werden (bei den mit dem Cit1p-Ak in der unlöslichen Fraktion
detektierten marginalen Signalen handelt es sich um geringfügige Verunreinigungen
dieser Fraktion). Aufgrund früherer Daten (Krummeck, 1992) ist die Existenz eines
weiteren transmembranen Bereichs in Sco1p unwahrscheinlich. Vielmehr scheint es sich
hierbei um ein durch die Verkürzung verursachtes Fehlverhalten des Proteins zu handeln,
das möglicherweise in einer Aggregatbildung oder in einer Assoziation mit Kom-
ponenten der Membran resultiert. Von einer weiteren Fraktionierung der Mitochondrien
zur Bestimmung der Topologie von Sco1p(C) wurde daraufhin abgesehen.
Abb. 8: Natriumcarbonat-Extraktion von Mitochondrien aus GR20 nach Transformation
mit SCO1-pRS415 bzw. SCO1(C)-pRS415
Die GR20-Transformanden wurden auf MM-Raf angezogen. Nach Präparation der
mitochondrialen Fraktion wurden je 200 µg für die alkalische Extraktion mit Natriumcarbonat
eingesetzt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der löslichen (S) und der unlöslischen (P)
Fraktion erfolgte der immunchemische Nachweis mit Antikörpern gegen Sco1p und
Citratsynthase (Cit1p).
 P      S P      S
Sco1p Sco1p(C)
Sco1p-Ak
Cit1p-Ak
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Sco1p(∆1-123)
Die Deletion der Aminosäuren 1-123 resultiert in einem instabilen Sco1p-Derivat.
Im Zuge der Untersuchungen zu den temperatursensitiven sco1-Mutantenallelen tsB und
tsC (3.1.1) galt es auszuschließen, dass durch Reinitiation der Translation am zweiten
Startcodon des SCO1-ORF ein N-terminal verkürztes Protein (Sco1p(∆1-123), Abb. 5)
entsteht. Möglicherweise könnte ein solches Protein den beobachteten Phänotyp der
Allele tsB und tsC bewirken. Erwartungsgemäß waren weder SCO1(∆1-123)-pRS415
noch SCO1(∆1-123)-YEp351 in der Lage, die sco1-Nullmutante GR20 zu Wachstum auf
nicht-fermentierbarem Medium zu komplementieren. Der Western blot in Abb. 6 macht
deutlich, dass Sco1p(∆1-123) völlig instabil sein muß, da es weder in der
mitochondrialen noch in der cytolsolischen Fraktion nachgewiesen werden kann. Dabei
kann keine Aussage darüber getroffen werden, ob dieses Protein in die Mitochondrien
importiert und dann degradiert wird oder ob es bereits im Cytosol einem Abbau
unterliegt. Ein Vergleich von Sco1p(∆1-123) mit Sco1p(C) legt die Vermutung nahe,
dass der Bereich von As 93  123 wichtig für die Stabilität von Sco1p in den
Mitochondrien und/oder für den Import ist.
3.1.4 C-terminal verkürzte sco1-Allele
Mit Hilfe sukzessiver Deletionen von Aminosäuren sollte die Bedeutung des C-Terminus
für die Funktion von Sco1p untersucht werden. Es wurde getestet, ob die verkürzten
Sco1p-Varianten die sco1-Nullmutante GR20 zu Wachstum auf Glycerolmedium
befähigen.
Im Gegensatz zu den sco1-Punktmutanten mit nonsense-Mutationen (3.1.1 und 3.1.2)
befindet sich bei den in diesem Abschnitt beschriebenen Deletionsmutanten 3-seitig des
vorzeitigen Stoppcodons keine SCO1-Sequenz. Somit kann eventuell auftretendes
Überlesen der eingeführten Stoppcodons nicht in einem Sco1-Protein der wt-Größe, das
lediglich an der Position des vorzeitigen Stoppcodons eine veränderte As-Sequenz
aufweist, resultieren.
Bei einem As-Sequenzvergleich der Sco-Homologen (Abb. 2) fällt auf, dass sowohl
Sco1p als auch Sco2p aus S. cerevisiae am extremen C-Terminus zusätzliche As
aufweisen, die den anderen Sco-Proteinen fehlen. Dieser Bereich umfasst eine Häufung
von positiv geladenen As-Resten, gefolgt von einem Motiv aus hydrophoben As-Resten
(für Sco1p: Abb. 9). Die Deletion dieses Bereichs sollte Aufschluss über dessen
Bedeutung für die Funktion von Sco1p geben. Im Konstrukt del1 wurde das
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hydrophobe Motiv und im Konstrukt del2 zusätzlich auch die positiv geladenen As
entfernt (Abb. 9). Die Expression beider Allele vom single copy Vektor pRS415
befähigte die sco1-Nullmutante GR20 zu Wachstum auf Glycerolmedium. Somit erwies
sich dieser Bereich als nicht essenziell für die Funktion von Sco1p.
Im Konstrukt del3 wurden 37 As entfernt (Abb. 9), die anders als im übrigen, das TM-
Segment C-terminal flankierenden Proteinteil eine geringe Homologie zu den
entsprechenden As der Sco-Proteine aus anderen Organismen aufweisen. del3 war
nicht in der Lage, GR20 funktionell zu komplementieren. Demzufolge enthält dieser
Bereich trotz des geringen Konservierungsgrades unter den Sco-Homologen für die
Funktion von Sco1p wichtige As.
Die Konstrukte del4 und del5 verhalfen schließlich zu der Aussage, dass 22 As vom
C-Terminus von Sco1p ohne Funktionsverlust entfernt werden können (del4), während
die Deletion von 27 As in einem nicht-funktionellen Protein resultiert (del5).
AS          251          258              266         273              281            288           295
Sco1p QFVDALGRNYDEKTGVDKIVEHVKSYVPAEQRAKQKEAWYSFLFK       +
del1 QFVDALGRNYDEKTGVDKIVEHVKSYVPAEQRAKQKEA       +
del2 QFVDALGRNYDEKTGVDKIVEHVKSYVPAEQ       +
del4 QFVDALGRNYDEKTGVDKIVEHV       +
del5 QFVDALGRNYDEKTGV       -
del3 QFVDALGR       -
Abb. 9: Schematische Darstellung des C-Terminus von Sco1p und der C-terminal
verkürzten Sco1p-Derivate
Die positiv geladenen As sind rot, das Motiv von hydrophoben As grün unterlegt. Oben sind die
As-Positionen, rechts das Wachstum der sco1-Nullmutante GR20, transformiert mit den
entsprechenden single copy Konstrukten (pRS415), auf Glycerolmedium bei 30°C angegeben.
Die Konstrukte del3 und del5 wurden zusätzlich multi copy (YEp351) in GR20 exprimiert,
auch diese Transformanden waren nicht in der Lage, den GR20 zu Wachstum auf
Glycerolmedium zu befähigen.
Es stellte sich die Frage, ob das von del5 codierte Sco1p(∆267-295) instabil ist oder ob
tatsächlich für die biochemische Funktion essenzielle As entfernt worden waren. In Abb.
10 ist das Ergebnis eines Western blots dargestellt, bei dem die mitochondriale und die
cytosolische Fraktion von GR20-Transformanden, die wt-Sco1p bzw. C-terminal
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verkürzte Varianten exprimieren, analysiert wurden. Alle untersuchten Sco1-Proteine
konnten ausschließlich in der mt Fraktion nachgewiesen werden. Erkennbar ist das
veränderte Laufverhalten der trunkierten Proteine im SDS-Gel, das der jeweiligen
Verkürzung entspricht. Bereits die Deletion von sieben As (del1) resultiert in einer
verminderten Sco1p-Konzentration. Die Entfernung weiterer As (del2, del4 und
del5) führt zur Detektion von zunehmend schwächeren Signalen (Abb. 10). Dieser
Effekt der C-terminalen Deletionen könnte auf einer Verminderung der Stabilität
beruhen. Nicht auszuschließen ist außerdem eine Beeinträchtigung des Imports dieser
Mutantenproteine, in diesem Fall müßte eine nicht-abspaltbare Importsequenz am C-
Terminus von Sco1p angenommen werden. Das von del5 codierte nicht-funktionelle
Sco1p(∆267-295) kann sehr schwach mit dem Sco1p-Ak nachgewiesen werden (Abb. 10,
Spur 5). Neben der geringen Konzentration des Proteins kann auch eine Deletion
essenzieller As als Ursache für den Funktionsverlust in Betracht gezogen werden.
Übereinstimmend mit dem Komplementationsverhalten der getesteten Konstrukte kann
Cox1p und Cox2p in der mt Fraktion des GR20 nach Transformation mit SCO1-, del1-,
del2- bzw. del4-YEp351 immunologisch nachgewiesen werden, nicht aber in
Mitochondrien aus del5-Transformanden (Daten nicht gezeigt).
Abb. 10: Western blot-Analyse der in GR20 exprimierten C-terminal verkürzten Sco1-
Proteine
GR20 nach Transformation mit SCO1-YEp351 (1), del1-YEp351 (2), del2-YEp351 (3), del4-
YEp351 (4) bzw. del5-YEp351 (5) wurde auf MM-Glc kultiviert, die mitochondrialen (M) und
die cytosolischen (C) Fraktionen wurden präpariert. Je 30 µg Protein wurden in einem 12 %
SDS-Gel aufgetrennt. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit Antikörpern gegen Sco1p
und Porin sowie gegen Cox1p und Cox2p (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe des Porin-Ak wurde
die Qualität der Präparation sowie das Einsetzen vergleichbarer Mengen an mt Protein überprüft.
M  C M  CM  C M  CM  C
1 2 3 4 5
Sco1p-Ak
Porin-Ak
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3.1.5 „Direct site“-Mutagenese von SCO1
Um die Bedeutung bestimmter Aminosäuren für die Funktion von Sco1p zu analysieren,
wurden diese mittels direct site-Mutagenese gegen andere Aminosäuren ausgetauscht.
Die resultierenden sco1-Allele wurden in der sco1-Nullmutante GR20 auf ihre
Funktionalität getestet. Die nichtkomplementierenden Mutantenallele wurden außerdem
auf ihre Fähigkeit, die sco1-1-Punktmutante MK20 zu komplementieren, untersucht.
Abb. 11 gibt einen Überblick über die mittels direct site-Mutagenese erzeugten Sco1p-
Derivate.
Sco1p(C148A)  APDICPDE
Sco1p(C152A)  CPDIAPDE
Sco1p(C148A;C152A)  APDIAPDE
Sco1p(E155K)  CPDICPDK
 CPDICPDE
      PS          TM
 C C      HS  Y
Sco1p(C181V) V C
Sco1p(C216S) C S
Sco1p(C181V;C216S) V S
Sco1p(H239T)         TS
Sco1p(S240F)         HF
Sco1p(Y276F)  F
Abb. 11: Überblick über die mittels „direct site“-Mutagenese erzeugten Sco1p-Mutanten
PS = Präsequenz, TM = transmembranes Segment; grau unterlegt ist das CXXXC-Motiv; rot
gekennzeichnet sind die ausgetauschten Aminosäuren
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Tab. 3: Übersicht über das Komplementationsverhalten der mittels „direct site“-
Mutagenese erzeugten sco1-Mutantenallele und die COX-Aktivität der entsprechenden
GR20-Transformanden
Es wurde das Wachstum der GR20- bzw. MK20-Transformanden auf Glycerolmedium bei den
angegebenen Temperaturen getestet. z.T. wurden die Transformanden zusätzlich auf
Glycerolmedium, dem 0,2 % CuSO4 zugesetzt wurde, überstempelt. Die Auswertung des
Wachstumstests erfolgte nach 2 bzw. 5 (*) Tagen.    +++: wt-gleiches,  ++: reduziertes,
+: stark reduziertes,  +/-: kaum bzw. -: kein Wachstum
Weiterhin wurde die COX-Aktivität bestimmt. Hierzu wurde GR20 nach Transformation mit
den entsprechenden pRS415-Konstrukten auf MM-Gal bei 30°C kultiviert und die
mitochondriale Fraktion präpariert. 100 µg mt Protein wurden für die Aktivitätsmessung
eingesetzt. In der Tabelle sind die ermittelten COX-Aktivitäten bezogen auf die Aktivität der
COX in GR20 nach Transformation mit SCO1-pRS415 in Prozent angegeben. Für
untransformierten GR20 wurde eine COX-Aktivität von 3 % bezogen auf GR20 nach
Transformation mit SCO1-pRS415 gemessen.
Wachstum auf Glycerolmedium
Expression vom single copy-
Vektor pRS415
Expression vom multi copy-
Vektor YEp351
K
on
st
ru
kt
Aminosäure-
Austausch in
Sco1p
St
am
m
23°C 30°C 37°C 30°C
+Cu
23°C 30°C 37°C 30°C
+Cu
C
O
X
-
A
kt
iv
itä
t
GR20 - - - - - - - - 3 %cys1 (C148A)
MK20 - - - - - - - - n.d.
GR20 - - - - - - - - 3 %cys2 (C152A)
MK20 - - - - - - - - n.d.
GR20 - - - - - - - - 3 %cys3 (C148A;C152A)
MK20 - - - - - - - - n.d.
GR20 - - - - - - - - 3 %H239T (H239T)
MK20 - - - - - - - - n.d.
GR20 +++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 97 %cys4 (C181V)
MK20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GR20 +++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 141 %cys5 (C216S)
MK20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GR20 +++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 84 %cys6 (C181V;C216S)
MK20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GR20 +++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 97 %Y276F (Y276F)
MK20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GR20 +++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 100 %E155K (E155K)
MK20 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GR20 -* +* +* +++* +* ++* ++* +++* 57 %S240F (S240F)
MK20 +/-* ++* +++* +++* +* +++* +++* +++* n.d.
Sco1p(C148A), Sco1p(C152A), Sco1p(C148A;C152A)
Die Cysteine im CXXXC-Motiv sind essenziell für die Funktion von Sco1p.
Das in allen Sco-Proteinen konservierte CXXXC-Motiv ist auch in Cox2p vorhanden
und bindet dort Cu (Farrar et al., 1995). Deshalb wird es für die Sco-Proteine als
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potenzielles Cu-Bindemotiv diskutiert (Glerum et al., 1996b). In der alternativen
Vorstellung, in der die Funktion von Sco1p die Reduktion der Cysteine im CXXXC-
Motiv von Cox2p als Voraussetzung für dessen Cu-Bindung ist, könnte das CXXXC-
Motiv von Sco1p die katalytisch aktive Gruppe darstellen (Chinenov, 2000).
Zunächst sollte nachgewiesen werden, dass dieses Motiv essenziell für die Funktion von
Sco1p ist. Hierzu wurden beide Cysteine einzeln bzw. gleichzeitig gegen Alanin
ausgetauscht (Abb. 11). Die resultierenden Mutantenallele waren nicht in der Lage,
GR20 bzw. MK20 zu Wachstum auf nicht-fermentierbarem Medium zu befähigen (Tab.
3). Dementsprechend wurden bei den Transformanden COX-Aktivitäten gemessen, die
vergleichbar zur Aktivität der COX in der sco1-Nullmutante sind (Tab. 3). Der in Abb.
12 gezeigte Western blot belegt, dass die Mutantenproteine stabil sind. Cox1p und Cox2p
sind wie in der Nullmutante nicht bzw. kaum nachweisbar. Diese Daten zeigen, dass C148
und C152 im CXXXC-Motiv essenziell für die Sco1p-Funktion sind. Die Überexpression
der Mutantenallele im wt-Stamm DBY747 stört nicht dessen Wachstum auf
Glycerolmedium, so dass ein dominant negativer Effekt der Mutationen ausgeschlossen
werden kann.
Sco1p(H239T)
H239 ist essenziell für die Funktion von Sco1p.
Von den vier Histidinresten, die sich im das TM-Segment C-terminal flankierenden
Sco1p-Anteil befinden, ist nur H239 in allen Sco-Proteinen konserviert (Abb. 2). H239
wird ebenfalls als Cu-Ligand diskutiert (Mattatall et al., 2000). Eine weitere mögliche
Funktion dieses As-Restes stellt die Aktivierung des CXXXC-Motivs von Sco1p als
Voraussetzung für dessen Redox-Aktivität dar (Chinenov, 2000).
Um die Bedeutung von H239 zu untersuchen, wurde diese As gegen das ungeladene
Threonin ausgetauscht (Abb. 11). Das resultierende Mutantenprotein komplementierte
weder GR20 noch MK20, die COX-Aktivitäten der GR20-Transformanden und des
untransformierten GR20 waren vergleichbar (Tab. 3). Bei Expression des Mutantenallels
im wt-Stamm W303 wurde kein dominant negativer Effekt der Mutation festgestellt.
Sco1p(H239T) kann in der mitochondrialen Fraktion detektiert werden, Cox1p und
Cox2p sind wie in der Nullmutante nicht bzw. kaum nachweisbar (Abb. 12). H239 ist
demnach essenziell für die Sco1p-Funktion.
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Abb. 12: Western blot-Analyse des GR20 nach Transformation mit den nicht-komplemen-
tierenden Konstrukten cys1-pRS415, cys2-pRS415, cys3-pRS415 und H239T-pRS415
GR20 und GR20-Transformanden wurden auf MM-Glc bei 30°C kultiviert. Je 50 µg der
mitochondrialen Fraktion wurden in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt. Der immunchemische
Nachweis erfolgte mit Antikörpern gegen Sco1p, Cox1p und Cox2p.
1: untransformierter GR20; 2: GR20 + SCO1-pRS415; 3: GR20 + cys1-pRS415 (cod. für
Sco1p(C148A)); 4: GR20 + cys2-pRS415 (cod. für Sco1p(C152A)); 5: GR20 + cys3-pRS415
(cod. für Sco1p(C148A;C152A)); 6: GR20 + H239T-pRS415 (cod. für Sco1p(H239T)).
Sco1p(C181V), Sco1p(C216S), Sco1p(C181V;C216S)
C181 und C216 sind nicht essenziell für die Funktion von Sco1p.
Im das TM-Segment C-terminal flankierenden Anteil von Sco1p befinden sich an den
As-Positionen 181 und 216 zwei weitere Cysteine. Aufgrund ihrer reaktiven
Sulfhydrylgruppe übernehmen Cysteinreste oft wichtige Funktionen in einem Protein; die
Bindung von Metallen ist nur ein Beispiel.
Um die Bedeutung von C181 und C216 zu analysieren, wurden beide Cysteinreste einzeln
bzw. gleichzeitig gegen die entsprechenden As des in S. cerevisiae nicht-funktionellen
hSco2p (Chr. 22) ausgetauscht (Abb. 11). Die Expression der Mutantenallele in der sco1-
Nullmutante GR20 vermittelte wt-gleiches Wachstum auf Glycerolmedium (Tab. 3). Die
COX-Aktivität, die in Sco1p(C181V) bzw. Sco1p(C181V;C216S) exprimierenden
Transformanden gemessen wurde, entsprach etwa der des GR20 nach Transformation
mit SCO1-pRS415 (Tab. 3). Erstaunlicherweise wurde jedoch für Transformanden, die
Sco1p(C216S) exprimierten, eine COX-Aktivität bestimmt, die deutlich höher als die des
GR20 nach Transformation mit SCO1-pRS415 lag (Tab. 3). Möglicherweise handelt es
Sco1p
Cox1p
Cox2p
1    2     3     4     5    6
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sich hierbei um eine der seltenen Mutationen, die in einem Protein erhöhter Aktivität
resultieren. Cox2p kann in den Transformanden vergleichbar zum Wildtyp nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). C181 und C216 erwiesen sich somit als nicht essenziell für
die Funktion von Sco1p.
Sco1p(Y276F)
Y276 ist nicht essenziell für die Funktion von Sco1p.
Von den in unserer Arbeitsgruppe getesteten Sco-Homologen konnten die folgenden als
Fusionen mit dem N-terminalen Teil von Sco1p aus S. cerevisiae die sco1-Nullmutante
GR20 komplementieren: Sco2p aus S. cerevisiae (diese Arbeit), Sco1p aus S. pombe (C.
Paret, persönliche Mitteilung) und hSco1p (Chr.17) (Paret et al., 1999). Hingegen waren
hSco2p (Chr.22) (Paret et al., 1999) und senC aus R. capsulatus (diese Arbeit) nicht in
der Lage, GR20 als Fusionsprotein mit Sco1p aus S. cerevisiae zu komplementieren. Bei
einem Sequenzvergleich der genannten Mitglieder der Sco-Proteinfamilie fällt auf, dass
am C-Terminus ein Tyrosin in allen komplementierenden Homologen konserviert ist,
nicht jedoch in den Nichtfunktionellen. Deshalb sollte die Bedeutung dieser Aminosäure,
die eine reaktive Hydroxylgruppe enthält, untersucht werden. Y276 wurde gegen die
entsprechende As des hSco2p (Chr.22) ausgetauscht (Abb. 11), die Funktionalität des
resultierenden Mutantenallels wurde in der Nullmutante GR20 getestet. Es zeigte sich,
dass Y276 ohne Verlust der Funktion durch eine andere As ersetzt werden kann, da das
Konstrukt wt-gleiches Wachstum vermittelt und die COX-Aktivität etwa der des GR20
nach Transformation mit SCO1-pRS415 entspricht (Tab. 3). Cox2p konnte in den
Transformanden vergleichbar zum Wildtyp detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
Diese Befunde stehen in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Analyse C-terminal
verkürzter Sco1-Proteine (3.1.4).
Sco1p(E155K)
Die in hSCO2 (Chr. 22) identifizierte Mutation interferiert nicht mit der Funktion von
Sco1p in S. cerevisiae.
Bei Patienten mit hypertropher Cardiomyopathie, welche mit COX-Defizienz einhergeht,
gelang es, Mutationen im hSCO2-Gen (Chr. 22) zu identifizieren. Sechs Patienten trugen
in einem hSCO2-Allel eine G→A Transition an bp-Position 1541, die in einem
Austausch der unter den Sco-Homologen konservierten Glutaminsäure140 gegen Lysin in
unmittelbarer Nähe des CXXXC-Motivs resultiert (Papadopoulou et al., 1999; Jaksch et
al., 2000). Kürzlich wurden drei Patienten beschrieben, die für diese Mutation
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homozygot waren (Jaksch et al., in press). Die Autoren dieser Arbeiten plädieren für die
Pathogenität des As-Austausches. Um zu testen, ob die entsprechende Mutation in S.
cerevisiae ebenfalls funktionsstörend wirkt, erfolgte die Herstellung eines für
Sco1p(E155K) codierenden Konstruktes (Abb. 11). Überraschenderweise konnte jedoch
keine beeinträchtigte Funktion des Mutantenproteins Sco1p(E155K) festgestellt werden:
die GR20-Transformanden zeigten wt-gleiches Wachstum auf nicht-fermentierbarem
Medium, es wurde 100 % COX-Aktivität bezogen auf GR20 nach Transformation mit
SCO1-pRS415 gemessen (Tab. 3) und Cox2p konnte immunchemisch vergleichbar zum
Wildtyp nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde wurden durch
unabhängige Arbeiten der Gruppe von M. Glerum (University of Alberta, Canada)
bestätigt (Dickinson et al., 2000).
Sco1p(S240F)
Die in hSCO2 (Chr. 22) identifizierte Mutation beeinträchtigt zum Teil die Funktion von
Sco1p in S. cerevisiae.
Ein von Papadopoulou et al. (1999) beschriebener Patient mit hypertropher
Cardiomyopathie trug neben der G→A Transition an bp-Position 1541 im zweiten
hSCO2-Allel eine C→T Transition, die in einem Austausch des konservierten Serin225
gegen Phenylalanin direkt neben dem konservierten Histidin224 resultiert. Auch diese als
ätiologisch betrachtete Mutation (Papadopoulou et al., 1999) wurde in SCO1 von S.
cerevisiae eingeführt (Sco1p(S240F), Abb. 11). Die Expression des Mutantenallels in
GR20 vom single copy Vektor pRS415 bewirkte ein im Vergleich zum Wildtyp stark
verzögertes und schwächeres Wachstum auf Glycerolmedium (Tab. 3). Dem-
entsprechend konnte eine COX-Aktivität von nur 57 % bezogen auf GR20 nach
Transformation mit SCO1-pRS415 gemessen werden (Tab. 3). Im Western blot wurde
mit dem Cox2p-Ak ein im Vergleich zu Sco1p exprimierendem GR20 leicht reduziertes
Signal und mit dem Cox1p-Ak ein vergleichsweise stark reduziertes Signal detektiert
(Abb. 13). Leider wiesen die Ak sehr unterschiedliche Affinitäten zu ihren Antigenen
auf, so dass sich der in Abb. 13 dargestellte Nachweis mit Hilfe des Cox2p-Ak bereits im
Sättigungsbereich befand. Das tatsächliche Verhältnis von Cox2p in den wt-Sco1p und in
den Sco1p(S240F) exprimierenden Transformanden wird dadurch nicht korrekt
widergespiegelt, vermutlich ist die Cox2p-Konzentration in der Mutante stärker
reduziert.
Außerdem bedingte die Mutation einen kältesensitiven Phänotyp: GR20 zeigte nach
Transformation mit S240F-pRS415 kein Wachstum auf Glycerol bei 23°C. Die
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Expression des Allels vom multi copy Vektor YEp351 hatte einen weniger deutlichen
Effekt auf das Wachstum (Tab. 3). Interessanterweise hebt die Erhöhung des Cu-
Gehaltes im Medium den Effekt der Mutation sowohl bei single copy als auch bei multi
copy Expression auf (Tab. 3). Im Vergleich zu den GR20-Transformanden konnte ein
deutlich stärkeres Wachstum der MK20-Transformanden verzeichnet werden (Tab. 3).
Diese Daten können nur sehr eingeschränkt die Beobachtung von Dickinson et al. (2000)
bestätigen, dass eine sco1-Disruptante nach Transformation mit einem single copy
Konstrukt kein und mit einem multi copy Konstrukt verzögertes Wachstum auf nicht-
fermentierbarem Medium zeigt. Außerdem widersprechen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit experimentellen Daten von Dickinson et al. (2000), nach denen in
diesen Transformanden ein kompletter Abbau von Cox2p bei gleichzeitig nur leicht
reduziertem Cox1p-Level sowie eine COX-Aktivität von etwa 10 % zu verzeichnen sind.
Aufgrund der Diskrepanz zwischen den Befunden der vorliegenden Arbeit und den von
Dickinson et al. (2000) sollte ausgeschlossen werden, dass der genetische Hintergrund
des Stammes GR20 den Phänotyp der Mutation beeinflusst. Deshalb wurde das
Konstrukt S240F-pRS415 in die durch Kreuzung des GR20 mit dem wt-Stamm W303
erzeugten sco1-Nullmutanten AR4 und AR5 (s. 2.2.2.1) transformiert. Ein Test dieser
Transformanden bestätigte den in GR20 beobachteten Effekt der Mutation, denn sie
wiesen ein zu GR20 nach Transformation mit S240F-pRS415 vergleichbares Wachstum
auf Glycerolmedium auf (Daten nicht gezeigt).
Abb. 13: Western blot-Analyse des GR20 nach Transformation mit S240F-pRS415
GR20 nach Transformation mit pRS415 (Spur 1), SCO1-pRS415 (Spur 2) bzw. S240F-pRS415
(Spur 3)  wurde auf MM-Gal bei 30°C kultiviert. Je 30 µg der mitochondrialen Fraktion wurden
in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit Antikörpern
gegen Cox1p, Cox2p und Porin. Mit Hilfe des Porin-Ak wurde verifiziert, dass vergleichbare
Mengen an mitochondrialem Protein aufgetragen wurden. S240F-pRS415 codiert für
Sco1p(S240F).
1      2       3
Cox1p
Cox2p
Porin
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3.2 Untersuchungen zum Sco2p aus S. cerevisiae
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, existiert in S. cerevisiae ein weiteres SCO-
Homologes. Das Gen wurde im Rahmen des Hefe-Genomsequenzierprojektes
identifiziert und wegen seiner hohen Homologie zu SCO1 als SCO2 bezeichnet (Smits et
al., 1994). Die Funktion des Proteins, das wie Sco1p in den Mitochondrien vorliegt, ist
unklar. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass der Ausfall von Sco2p keinen Einfluss
auf die Atmungskompetenz hat und dass SCO2 selbst bei Überexpression eine sco1-
Nullmutante nicht funktionell komplementieren kann (Glerum et al., 1996b). Jedoch
kann - wie bei SCO1 - die Überexpression von SCO2 cox17-Mutationen supprimieren,
was auf eine Beteiligung des Proteins am mitochondrialen Cu-Metabolismus hindeutet.
Dafür spricht auch der Sachverhalt, dass im Gegensatz zur sco1-Nullmutante die
Überexpression von SCO2 eine von mehreren getesteten sco1-Punktmutanten (Glerum et
al., 1996b) komplementiert. Die DNA-Sequenz dieses sco1-Allels wird in der Literatur
nicht angegeben.
Die Aussage, dass der Ausfall von Sco2p nicht zu Atmungsdefizienz führt, wurde mit
einem Stamm getroffen, in dem der SCO2-Leserahmen durch Einsetzen des Markergens
in die AflII-Schnittstelle lediglich unterbrochen wurde (Glerum et al., 1996b). Da bei
dieser Vorgehensweise nicht ausgeschlossen werden kann, dass die 5-seitig
verbleibenden 600 bp des SCO2-ORFs für ein verkürztes Protein codieren, das eine
gewisse Aktivität besitzt, sollte in dieser Arbeit zunächst ein Stamm konstruiert werden,
in dem der SCO2-Leserahmen vollständig entfernt ist. Mit diesem Deletionsstamm sollte
der Befund von Glerum et al. (1996b) verifiziert und der Effekt von ∆sco2 unter
weiteren Wachstumsbedingungen analysiert werden. Interessant erschien auch die Frage,
ob die zusätzliche Deletion von SCO2 in einer sco1-Nullmutante einen erkennbaren
Effekt hat. Zudem war von Interesse zu untersuchen, wie Sco2p unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen exprimiert wird. Im Rahmen dieser Arbeit sollten außerdem
Sco1p/Sco2p-chimäre Proteine konstruiert und auf ihre Funktionalität getestet werden,
um einerseits die Bereiche von Sco1p definieren zu können, die für dessen Spezifität
verantwortlich sind, und andererseits zu untersuchen, ob Sco1p und Sco2p zumindest
teilweise überlappende Funktionen besitzen. Um möglicherweise einen Hinweis auf eine
physikalische Interaktion von Sco1p und Sco2p in vivo zu bekommen, sollten schließlich
sco1-Punktmutanten identifiziert werden, die durch SCO2 funktionell komplementiert
werden können.
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3.2.1 Charakterisierung der sco2-Nullmutante AR1
Der SCO2-ORF wurde im Wildtyp-Stamm DBY747 wie unter 2.3.15.1 beschrieben
deletiert. Der resultierende ∆sco2-Stamm AR1 zeigte kein verändertes Wachstum auf
nicht-vergärbarem Glycerolmedium. Es konnte eine COX-Aktivität von 88 % bezogen
auf den Parentalstamm DBY747 gemessen werden.
Tab. 4 gibt einen Überblick über das Wachstum von AR1 im Vergleich zu DBY747 auf
verschiedenen vergärbaren und nicht-vergärbaren Kohlenstoffquellen, unter aeroben und
anaeroben Bedingungen sowie unter Einfluss von osmotischem Stress. Außerdem wurde
der Effekt von Cu-Mangel bzw. Cu-Überschuss auf das Wachstum analysiert.
Eingeschränktes Wachstum, das aber im gleichen Maße beim Wildtypstamm DBY747
auftrat, ist auf Galaktose, Ethanol, unter osmotischem Stress sowie bei Cu-Mangel zu
verzeichnen. Es konnte unter keiner der getesteten Bedingungen ein Unterschied im
Wachstum zwischen dem ∆sco2-Stamm AR1 und dessen Parentalstamm DBY747
festgestellt werden.
Tab. 4: Einfluss verschiedener C-Quellen, des Sauerstoffangebotes, osmotisch aktiver
Substanzen und der Cu-Konzentration auf das Wachstum des ∆sco2-Stammes AR1 und
des wt-Stammes DBY747
Die Zellen wurden unter den angegebenen Wachstumsbedingungen bei 30°C inkubiert. Die
Herstellung des Cu-Mangelmediums (Glycerol - Cu und Glucose - Cu) ist unter 2.1.8.2
beschrieben.
+++: wt-gleiches, ++: reduziertes bzw. + stark reduziertes Wachstum
StammWachstumsbedingung
AR1 DBY747
Glucose/aerob +++ +++
Glucose/anaerob +++ +++
Glucose + 1 M NaCl ++ ++
Glucose + 1,5 M Sorbitol ++ ++
Raffinose +++ +++
Galaktose + +
Ethanol ++ ++
Lactat +++ +++
Glycerol +++ +++
Glycerol + 0,1 % CuSO4 +++ +++
Glycerol - Cu + +
Glucose - Cu ++ ++
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3.2.2 Charakterisierung der sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2
Die sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 wurde wie unter 2.3.15.2 beschrieben hergestellt.
Einerseits sollte mit Hilfe von AR2 untersucht werden, ob die zusätzliche Deletion von
SCO2 in der sco1-Nullmutante einen Effekt hat. Zum anderen war dieser Stamm für eine
Reihe weiterer Fragestellungen nützlich, z.B. für die Identifizierung von sco1-
Mutantenallelen, die nur in Gegenwart von SCO2 zu Wachstum auf nicht-vergärbarem
Medium befähigen (3.2.5).
In der Doppelnullmutante AR2, die erwartungsgemäß nicht auf Glycerolmedium wächst
und keinerlei COX-Aktivität aufweist (0 %), ist Cox2p nicht nachweisbar, während im
sco1-Deletionsstamm GR20 ein stark reduziertes Signal detektiert wird (Abb. 14). Im
Gegensatz dazu kann Cox1p weder in GR20 noch in AR2 nachgewiesen werden (Abb.
14). Mit Hilfe des Porin-spezifischen Ak wurde das Einsetzen vergleichbarer Mengen an
mitochondrialem Protein für diese Western blot-Analyse verifiziert. Es lässt sich also
feststellen, dass die gleichzeitige Deletion von SCO1 und SCO2 einen drastischeren
Effekt auf Cox2p hat als die einfache Deletion von SCO1.
Abb. 14: Western blot-Analyse der Stämme DBY747 (wt), AR1 (∆sco2), GR20 (∆sco1) und
AR2 (∆sco1/∆sco2)
Die Stämme wurden auf YPD bei 30°C angezogen, die mitochondriale Fraktion wurde
präpariert. 30 µg mitochondriales Protein wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der
immunologische Nachweis erfolgte mit Antikörpern gegen Cox1p, Cox2p und Porin.
Spur 1: DBY747; Spur 2: AR1; Spur 3: GR20 und Spur 4: AR2
Cox1p
Cox2p
Porin
1       2      3       4
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3.2.3 Abhängigkeit der SCO2 Expression von verschiedenen Wachstums-
parametern
Für Sco1p wurde mit Hilfe eines als Reporter genutzten SCO1::β-Galaktosidase-
Fusionskonstruktes eine Regulation der Expression durch die Kohlenstoffquelle, aber
nicht durch Sauerstoff festgestellt (Krummeck, 1992). In dieser Arbeit nun sollte die
Expression von Sco2p im Vergleich zum homologen Sco1p unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen analysiert werden. Um auch posttranslationale Ereignisse der
Expression zu erfassen, sollte Sco2p in der mitochondrialen Fraktion von Hefezellen, die
auf unterschiedlichen Medien kultiviert wurden, immunologisch nachgewiesen werden.
Da kein Sco2p-spezifisches Antiserum zur Verfügung stand, wurde der SCO2-ORF am
C-Terminus mit dem Triple-HA-Epitop fusioniert (2.3.13.4). Das Fusionskonstrukt
wurde unter Kontrolle des authentischen SCO2-Promotors in den single copy Vektor
pRS415 kloniert (SCO2-3HA-pRS415) und in AR1 transformiert.
Aus Abb. 15 A wird ersichtlich, dass SCO2 unabhängig von der Kohlenstoffquelle, von
der Verfügbarkeit von Sauerstoff (aerob/anaerob) sowie unter Bedingungen von
osmotischem Stress (durch Zusatz von 1,5 M Sorbitol oder 1 M NaCl zum Medium
induziert) exprimiert wird, und zwar mit gleicher Stärke. (Die beobachteten marginalen
Abweichungen in der Signalintensität treten auch in der Porin-Kontrolle auf, so dass sie
auf das Einsetzen ungleicher Proteinmengen in der Western blot Analyse zurückzuführen
sind.) Auch Sco1p wird unter all diesen Bedingungen exprimiert, die beschriebene leicht
reduzierte Expression auf Glucose-haltigem Medium (Krummeck, 1992) deutet sich an
(Abb. 15 A+B).
Außerdem sollte der Einfluss von Cu auf die Expression von Sco2p und Sco1p getestet
werden. Da jedoch die Transformanden sowohl unter Cu-Mangelbedingungen als auch
bei Cu-Überschuss in ihrem Wachstum in Flüssigmedium deutlich beeinträchtigt waren,
wurde folgende Vorgehensweise gewählt: die Transformanden wurden zunächst üN in
MM-Glc bzw. MM-Gly kultiviert. Danach wurden die Zellen gewaschen und je ein
Drittel der Zellen wurde in normales MM, in Cu-abgereichertes MM oder in MM mit
0,01 % CuSO4 überführt. Nach weiteren 6 h Kultivierung erfolgte die Zellernte und die
Präparation der mitochondrialen Fraktion. Das Ergebnis der anschließenden Western blot
Analyse ist in Abb. 15 B dargestellt. Zumindest unter den getesteten Bedingungen kann
ein Einfluss von Cu weder auf die Expression von Sco2p noch von Sco1p festgestellt
werden.
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Abb. 15: Expression von Sco2p und Sco1p unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
A.: AR1 nach Transformation mit SCO2-3HA-pRS415 wurde unter folgenden Bedingungen
kultiviert: Spur 1: MM-Glc (aerob); Spur 2: MM-Glc (anaerob); Spur 3: MM-Raf; Spur 4: MM-
Gal; Spur 5: MM-Glc + 1,5 M Sorbitol; Spur 6: MM-Glc + 1 M NaCl; Spur 7: MM-Gly; Spur 8:
MM-Lactat und Spur 9: MM-Eth.
B.: Um den Einfluss von Cu auf die Expression zu testen, wurden die Zellen zunächst in MM-
Glc bzw. MM-Gly angezogen und dann für 6 h in normalem Medium, in 0,01 % CuSO4-
enthaltendem Medium (+Cu) bzw. in Cu-Mangelmedium ( -Cu; 2.1.8.2) kultiviert. Spur 1:
MM-Glc; Spur 2: MM-Glc + Cu; Spur 3: MM-Glc - Cu; Spur 4: MM-Gly; Spur 5: MM-Gly +
Cu und Spur 6: MM-Gly - Cu.
Je 40 µg der mitochondrialen Fraktion wurden für die Western blot Analyse eingesetzt. Der
immunchemische Nachweis erfolgte mit Antikörpern gegen HA, Sco1p und Porin. Die
Detektion mit dem Porin-Ak erfolgte, um die eingesetzten Mengen an mt Protein vergleichen zu
können.
3.2.4 Sco1p/Sco2p-chimäre Proteine
Ein Alignment der As-Sequenzen (Abb. 16) zeigt, dass Sco1p und Sco2p zu 53,8 %
identisch sind. Beide Proteine weisen eine dreiteilige Struktur auf: sie bestehen aus
einem löslichen N-terminalen Teil, der während des Imports in die Mitochondrien durch
Abspaltung der Präsequenz verkürzt wird (Schulze und Rödel, 1989; Glerum et al.,
1996b), einem kurzen transmembranen Bereich (ca. 17 As) und einem löslichen C-
terminalen Teil, der etwa zwei Drittel des gesamten Proteins umfasst und das CXXXC-
Motiv enthält. Werden die einzelnen Segmente betrachtet, so wird deutlich, dass die
Identität der C-terminalen Teile von Sco1p und Sco2p ca. 70 % beträgt, während die N-
terminalen und transmembranen Bereiche als wenig homolog bezeichnet werden müssen.
1     2      3     4      5      61      2     3      4     5      6      7      8     9
A. B.
Sco2p-3HA
Sco1p
Porin
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MLKLSRSANLR_LV_QLPAARLSGNGAKLLTQRGFFTVTRLWQSNGKKPLSRVPVGGT....Sco1p
MLNSSRKYACRSLFRQANVSIKGLFYNGGAYRRGFSTGCCLRSDNKESPSARQPLDRL....Sco2p
                                                                                               hyb4            hyb5, hyb10
PIKDNGKVREGSIE_F___STGKAIALFLAVGGALSYFFNREKRRL_ETQKEAEANRG....Sco1p
QLGDEINEPEPIRTRFFQFSRWKATIALLLLSGGTYAYLSR_KRRLLETEKEADANRA....Sco2p
                                     hyb7, hyb10, hyb11                         hyb9
         hyb6, hyb11                                                                         hyb3
YGKPSLGGPFHLEDMYGNEFTEKNLLGKFSIIYFGFSNCPDICPDELDKLGLWLNTLS....Sco1p
YGSVALGGPFNLTDFNGKPFTEENLKGKFSILYFGFSHCPDICPEELDRLTYWISELD....Sco2p
SKYGITLQPLFITCDPARDSPAVLKEYLSDFHPSILGLTGTFDEVKNACKKYRVYFST....Sco1p
DKDHIKIQPLFISCDPARDTPDVLKEYLSDFHPAIIGLTGTYDQVKSVCKKYKVYFST....Sco2p
PPNVKPGQDYLVDHSIFFYLMDPEGQFVDALGRNYDEKTGVDKIVEHVKSYVPAEQRA....Sco1p
PRDVKPNQDYLVDHSIFFYLIDPEGQFIDALGRNYDEQSGLEKIREQIQAYVPKEERE....Sco2p
KQKEAWYSFLFK......................................(295 aa)....Sco1p
RRSKKWYSFIFN......................................(301 aa)....Sco2p
Abb. 16: Alignment der As-Sequenzen von Sco1p und Sco2p aus S. cerevisiae
Die identischen As sind blau dargestellt. Der TM-Bereich ist grau und das CXXXC-Motiv rot
unterlegt. Übergänge in den Chimären von Sco1p zu Sco2p sind oberhalb und von Sco2p zu
Sco1p unterhalb der Sequenz gekennzeichnet. Das Alignment wurde mit ClustalW erstellt und
geringfügig modifiziert.
Zu Beginn wurde der Befund bestätigt, dass die Überexpression von SCO2 eine sco1-
Nullmutante nicht komplementieren kann. Dazu wurde SCO2 in multi copy (YEp351)
und unter Kontrolle des SCO2-Promotors in GR20 exprimiert. Selbst bei erhöhtem Cu-
Angebot im Medium (YPG-Platten + 0,2 % CuSO4) waren die Transformanden unfähig,
auf nicht-vergärbarem Medium zu wachsen.
Bei der anschließenden Konstruktion von SCO1/SCO2-Chimären (2.3.12.4; Abb. 17)
wurden die Übergänge möglichst in nahezu identischen Sequenzbereichen gewählt, um
die Wahrscheinlichkeit eines durch Fehlfaltung der resultierenden Proteine verursachten
Funktionsverlustes möglichst gering zu halten. Die Chimärkonstrukte wurden sowohl
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vom single copy Vektor pRS415 als auch vom multi copy Vektor YEp351 unter
Kontrolle des SCO1-Promotors in GR20 exprimiert. Tab. 5 fasst die
Komplementationsdaten der einzelnen Chimären zusammen; die Übergänge von der
einen zur anderen Sequenz sind in Abb. 16 angegeben.
Sco1p:
hyb3   Sco1p(1-155)/Sco2p(161-301):
hyb6   Sco1p(1-117)/Sco2p(124-301):
hyb5   Sco1p(1-105)/Sco2p(112-301):
hyb4   Sco1p(1-94)/Sco2p(101-301):
hyb7   Sco2p(1-81)/Sco1p(76-295):
hyb9   Sco2p(1-100)/Sco1p(96-295):
hyb11   Sco2p(1-81)/Sco1p(76-117)/Sco2p(124-301):
hyb10   Sco2p(1-81)/Sco1p(76-105)/Sco2p(112-301):
Sco2p:
Abb. 17: Schematische Übersicht über die konstruierten Sco1p/Sco2p-Chimären
Blau: Sco1p-Sequenz (hellblau: Präsequenz, dunkelblau: Transmembransegment)
Grau: Sco2p-Sequenz (hellgrau: Präsequenz, dunkelgrau: Transmembransegment)
Rot: CXXXC-Motiv
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Tab. 5: Übersicht über das Komplementationsverhalten der SCO1/SCO2-Chimären und
die COX-Aktivität der entsprechenden GR20-Transformanden
Es wurde das Wachstum der GR20-Transformanden auf Glycerolmedium bei den angegebenen
Temperaturen getestet. z.T. wurden die Transformanden zusätzlich auf Glycerolmedium, dem
0,2 % CuSO4 zugesetzt wurde, überstempelt. Die Auswertung des Wachstumstests erfolgte nach
3d. +++: wt-gleiches, ++: reduziertes, +: stark reduziertes, +/-: kaum bzw. -: kein
Wachstum, n.d.: nicht determiniert
Zur Bestimmung der COX-Aktivität wurde GR20 nach Transformation mit den entsprechenden
pRS415-Konstrukten auf MM-Gal bei 30°C kultiviert und die mitochondriale Fraktion
präpariert. 100 µg mitochondriales Protein wurden für die Messung eingesetzt. In der Tabelle
sind die ermittelten COX-Aktivitäten bezogen auf die Aktivität der COX in GR20 nach
Transformation mit SCO1-pRS415 in Prozent angegeben. Für untransformierten GR20 wurde
eine COX-Aktivität von 3 % bezogen auf GR20 nach Transformation mit SCO1-pRS415
gemessen.
Wachstum auf Glycerolmedium
Expression vom single copy-
Vektor pRS415
Expression vom multi copy-
Vektor YEp351
K
on
st
ru
kt
Sco1p/Sco2p-
Fusionsprotein
23°C 30°C 37°C 30°C
+Cu
23°C 30°C 37°C 30°C
+Cu
C
O
X
-
A
kt
iv
itä
t
hyb3 Sco1p(1-155)/
Sco2p(161-301)
+++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 120 %
hyb4 Sco1p(1-94)/
Sco2p(101-301)
- - - - - - - +/- 2 %
hyb5 Sco1p(1-105)/
Sco2p(112-301)
+/- ++ ++ n.d. + ++ ++ n.d. 57 %
hyb6 Sco1p(1-117)/
Sco2p(124-301)
+++ +++ +++ n.d. +++ +++ +++ n.d. 85 %
hyb7 Sco2p(1-81)/
Sco1p(76-301)
++ ++ ++ n.d. ++ ++ ++ n.d. 80 %
hyb9 Sco2p(1-100)/
Sco1p(96-301)
- - - - - - - - 5 %
hyb10 Sco2p(1-81)/Sco1p(76
105)/Sco2p(112-301)
- - - - - - - - 0 %
hyb11 Sco2p(1-81)/Sco1p(76
117)/Sco2p(124-301)
- - - - - - - - 5 %
Die Konstrukte hyb3, hyb4, hyb5 und hyb6
Nahezu der gesamte, das TM-Segment C-terminal flankierende Anteil von Sco1p kann
durch die entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt werden.
Zunächst wurden Konstrukte kreiert, bei denen der zu Sco2p hochhomologe C-terminale
Bereich von Sco1p teilweise (hyb3) oder fast vollständig (hyb4) gegen die entsprechende
Sco2p-Sequenz ausgetauscht wurde (Abb. 16 und 17). hyb3, bei dem der Übergang kurz
hinter dem CXXXC-Motiv gewählt wurde, war tatsächlich in der Lage, in GR20 wt-
gleiches Wachstum zu vermitteln. Interessanterweise wurde in GR20 nach
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Transformation mit hyb3-pRS415 eine COX-Aktivität von 120 % gemessen.
Möglicherweise resultiert die Fusion von Sco1p- und Sco2p-Sequenzen im Konstrukt
hyb3 in einem Protein erhöhter Aktivität.
Das Kontrollkonstrukt, das nur aus dem entsprechenden Sco1p-Teil bestand (Sco1p[1-
158]), konnte die sco1-Nullmutante nicht komplementieren. Eine Western blot-Analyse
zeigte, dass dieses stark verkürzte Protein möglicherweise einem erhöhten Abbau in den
Mitochondrien unterliegt oder aber nur sehr ineffizient importiert wird (vgl. 3.1.3), da es
bei Expression vom multi copy Vektor YEp351 in der mt Fraktion der entsprechenden
Transformanden kaum nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Im Gegensatz zu hyb3 erwies sich hyb4 als nicht funktionell. Bei diesem Konstrukt
befand sich der Übergang von der Sco1p- zur Sco2p-Sequenz in dem Cluster von positiv
geladenen As, das sich bei beiden Proteinen unmittelbar an das TM-Segment anschließt.
Um den größtmöglichen Teil des hochhomologen C-terminalen Proteinteils herauszu-
finden, der durch Sco2p ersetzt werden kann, wurden die Chimäre hyb5 und hyb6
konstruiert, deren Übergänge von der Sco1p- zur Sco2p-Sequenz im Bereich zwischen
den Übergängen von hyb3 und hyb4 lagen (Abb. 16 und 17). Das Fusionskonstrukt hyb6
vermittelte ebenfalls Wachstum vergleichbar zum Wildtyp, während die hyb5-
Transformanden deutlich schwächer wuchsen und einen leicht kältesensitiven Phänotyp
zeigten. Da der Sequenzübergang bei hyb5 nur 13 As C-terminal vom TM-Segment liegt,
kann die Aussagen getroffen werden, dass nahezu der gesamte C-terminale Anteil von
Sco1p durch die entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt werden kann.
Die Konstrukte hyb7 und hyb9
Der N-terminale Anteil von Sco1p kann durch die entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt
werden, nicht jedoch das TM-Segment.
Mit Hilfe weiterer Fusionskonstrukte sollte untersucht werden, inwieweit der zu Sco2p
wenig homologe N-terminale Teil und das TM-Segment von Sco1p durch die
entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt werden können. Beim Konstrukt hyb7 stammt der
N-terminale Teil von Sco2p und das TM-Segment sowie der C-terminale Anteil von
Sco1p (Abb. 16 und 17). Überraschenderweise ist hyb7 trotz des geringen
Homologiegrades der N-terminalen Bereiche beider Proteine in der Lage, den sco1-
Deletionsstamm GR20 zu Wachstum auf Glycerolmedium zu befähigen.
Das Konstrukt hyb9 ist invers zum Konstrukt hyb4 aufgebaut, d.h. der N-terminale Teil,
das TM-Segment und eine As des positiven Ladungsclusters stammen von Sco2p, der
Rest des Proteins von Sco1p. Das resultierende Fusionsprotein kann nicht die Funktion
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von Sco1p erfüllen, was dafür spricht, dass das TM-Segment von Sco1p nicht durch das
von Sco2p ersetzt werden kann.
Die Konstrukte hyb10 und hyb11
Der Austausch des TM-Segmentes und der 13 bzw. 25 nachfolgenden As in Sco2p gegen
die entsprechende Sco1p-Sequenz ist nicht hinreichend für die Funktionalität.
Diese Befunde legen den Schluss nahe, dass mit Ausnahme des TM-Segments und der
nachfolgenden 13 As die gesamte Sco1p-Sequenz durch Sco2p ersetzt werden kann. Mit
Hilfe des Fusionskonstruktes hyb10, bei dem die Übergänge von hyb5 und hyb7
kombiniert wurden, so dass nur das TM-Segment und die 13 sich anschließenden As von
Sco1p stammen (Abb. 16 und 17), sollte diese Schlussfolgerung überprüft werden.
Entgegen der Erwartung war dieses Konstrukt jedoch nicht funktionell. Selbst die
Erweiterung des Sco1p-Anteils entsprechend dem Konstrukt hyb6, das wt-gleiches
Wachstum in GR20 vermittelt, führte nicht zu einem funktionsfähigen Chimären hyb11.
Es kann also die Aussage getroffen werden, dass stets zwei der drei Proteinteile von
Sco1p stammen müssen, um ein funktionsfähiges Sco1p/Sco2p-Fusionsprotein zu er-
zeugen. Der N-terminale Teil von Sco2p kann die Funktion des entsprechenden Sco1p-
Teils übernehmen, wenn der C-terminale Bereich vom Sco1p stammt. Gleichermaßen
kann der C-terminale Teil (abzüglich der ersten 13 As) von Sco1p durch die entsprech-
ende Sco2p-Sequenz ersetzt werden, wenn das N-terminale Segment von Sco1p stammt.
Zur weiteren Charakterisierung der Sco1p/Sco2p-Fusionskonstrukte wurden die nicht-
komplementierenden Chimärkonstrukte in den wt-Stamm W303 transformiert und das
Wachstum der Transformanden auf Glycerolmedium getestet. Es konnte kein dominant
negativer Effekt festgestellt werden.
Anschließend wurde in einer Western blot-Analyse überprüft, ob die Nichtfunktionalität
einiger Fusionsproteine durch einen verstärkten Abbau bedingt ist. Dazu wurden die
chimären Proteine am C-Terminus mit dem Triple-HA-Epitop fusioniert (2.3.13.4) und in
GR20 exprimiert. Der in Abb. 18 gezeigte Western blot belegt, dass alle Chimäre
einschließlich der Nichtfunktionellen gut mit Hilfe des HA-Antikörpers in der
mitochondrialen Fraktion der GR20-Transformanden nachgewiesen werden können.
Allerdings ist das von hyb4 codierte Protein, bei dem der Übergang von der Sco1p- zur
Sco2p-Sequenz zwei As C-terminal des TM-Segmentes liegt (Abb. 16), im Vergleich zu
Sco1p und den anderen chimären Proteinen in seiner Konzentration stark reduziert.
Möglicherweise resultiert hier die Fusion von Sco1p- und Sco2p-Sequenzanteilen in
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einem nicht korrekt gefalteten Protein, das dadurch verstärktem Abbau unterliegt. Die
inkorrekte Faltung könnte ein Grund für den Funktionsverlust sein.
Cox1p und Cox2p wurden in den atmungskompetenten GR20-Transformanden
vergleichbar zum Wildtyp und in den Atmungsdefizienten entsprechend
untransformiertem GR20 nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
Abb. 18: Western blot-Analyse der in GR20 exprimierten Sco1p/Sco2p-Chimären
Die Chimärkonstrukte wurden in den Vektor YEp351-3HA kloniert und im sco1-
Deletionsstamm GR20 exprimiert. Je 30 µg der mt Fraktion von auf MM-Glc kultivierten
Transformanden wurden im SDS-Gel aufgetrennt. Als Positivkontrolle diente GR20 nach
Transformation mit SCO1-HA-YEp351 (Spur 1) und als Negativkontrolle GR20 nach
Transformation mit YEp351-3HA (Spur 2). Der immunchemische Nachweis erfolgte mit dem
HA-Ak. Das Einsetzen gleicher Mengen an mitochondrialem Protein wurde mit Hilfe des Porin-
Ak verifiziert (nicht gezeigt).
1: Sco1p-HA, 2: HA, 3: hyb3-HA, 4: hyb6-HA, 5: hyb5-HA, 6: hyb4-HA, 7: hyb7-HA, 8: hyb9-
HA, 9: hyb11-HA, 10: hyb10-HA
Angaben aus der Literatur deuten darauf hin, dass die Aktivität der COX einen
bestimmten Schwellenwert überschreiten muss, damit die mitochondriale Atmung
aufrechterhalten werden kann und folglich die Hefezellen auf nicht-vergärbarem Medium
wachsen können. Beispielsweise reicht eine COX-Aktivität von 20 %, wie sie im
atmungsdefizienten Stamm MK20 gemessen wurde, noch nicht aus, Wachstum auf
Glycerolmedium zu vermitteln (Schulze und Rödel, 1988). Dagegen ist eine COX-
Aktivität von 30 % hinreichend für die Aufrechterhaltung der Atmung und damit für
Zellwachstum auf nicht-fermentierbarem Medium (Nijtmans et al., 2001). Solche
Beobachtungen könnten eine Erklärungsmöglichkeit für den unerwarteten Befund bieten,
dass die Chimärkonstrukte hyb5 und hyb7, aber nicht hyb10 und hyb11, in GR20
Atmungskompetenz vermitteln (Abb. 17; Tab. 5). So könnte GR20 bei Expression von
hyb10 bzw. hyb11 eine COX-Aktivität aufweisen, die knapp unterhalb des für die
Aufrechterhaltung der Atmung notwendigen Schwellenwertes liegt, während die COX-
Aktivität in hyb5- bzw. hyb7-exprimierendem GR20 den Schwellenwert gerade
1     2     3      4     5     6     7     8      9     10
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überschritten hat. Dafür spricht auch, dass sowohl hyb5 als auch hyb7 im Vergleich zum
Wildtyp reduziertes Wachstum auf Glycerolmedium vermitteln (Tab. 5). Um diese
Vermutung zu prüfen, erfolgte die Bestimmung der COX-Aktivität von GR20 nach
Transformation mit den single copy Chimärkonstrukten (Tab. 5). Da bei allen GR20-
Transformanden, die nicht-funktionelle Fusionsproteine exprimieren, eine COX-
Aktivität vergleichbar zum untransformierten GR20 festgestellt wurde, scheinen doch
grundlegende Unterschiede zwischen den Konstrukten hyb5/hyb7 und hyb10/hyb11
Ursache für das abweichende Komplementationsverhalten zu sein.
Eine COX-Aktivität von 57 % spiegelt das etwas beeinträchtigte Wachstum der hyb5-
exprimierenden GR20-Transformanden wider. Dagegen ist es überraschend, das die
COX-Aktivität der hyb7-exprimierenden Transformanden mit 80 % nicht deutlicher
abweicht von der COX-Aktivität des GR20 nach Transformation mit hyb6. In hyb6-
exprimierenden Transformanden, die auf Glycerolmedium wie wt-Zellen wachsen,
wurde eine COX-Aktivität von 85 % bestimmt. Möglicherweise gibt es weitere
Schwellenwerte für die COX-Aktivität, die auf das Wachstum der Zellen auf nicht-
vergärbarem Medium wirken.
Die nichtkomplementierenden Chimäre hyb4, hyb9, hyb10 und hyb11 wurden außerdem
getestet, ob sie die sco1-Punktmutante MK20 zu Wachstum auf nicht-vergärbarem
Medium befähigen (Tab. 6). Nur hyb4 konnte bei 37°C schwaches Wachstum in MK20
zu vermitteln.
Tab. 6: Komplementation des MK20 durch die in GR20 nicht-funktionellen Chimären
Die entsprechenden YEp351-Konstrukte wurden in MK20 transformiert, das Wachstum der
Transformanden wurde auf Ethanol/Glycerol-Medium bei den angegebenen Temperaturen
getestet. Die Auswertung des Wachstumstests erfolgte nach 3 Tagen. +: schwaches
Wachstum; +/-: kaum Wachstum; -: kein Wachstum (zum Vergleich: +++: wt-gleiches
Wachstum)
Wachstum auf
YPEG
Konstrukt Sco1p/Sco2p-Fusionsprotein
23°C 30°C 37°C
hyb4 Sco1p(1-94)/Sco2p(101-301) - +/- +
hyb9 Sco1p(1-100)/Sco2p(96-301) - - -
hyb10 Sco2p(1-81)/Sco1p(76 105)/Sco2p(112-301) - - -
hyb11 Sco2p(1-81)/Sco1p(76 117)/Sco2p(124-301) - - -
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Der dem TM-Segment unmittelbar folgende Bereich aus 13 Aminosäuren
Die Übergänge zwischen der Sco1p- und der Sco2p-Sequenz des nichtfunktionellen hyb4
und des komplementierenden hyb5 liegen nur 10 As voneinander entfernt (Abb. 16).
Überraschenderweise unterscheiden sich in diesem Segment von 10 As lediglich drei
Positionen (Abb. 19, A). In weiteren Experimenten sollte der Effekt jeder einzelnen
Position auf die Funktionalität analysiert werden. Dazu wurden mit Hilfe der Overlap
Extension PCR einerseits Sco1p-Derivate hergestellt, bei denen jeweils eine der drei
Positionen durch die entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt wurde (2.3.12.5). Nach
Transformation in GR20 wurde auf nicht-fermentierbarem Medium getestet, ob die
Substitutionen in einem Funktionsverlust resultieren. Andererseits wurde mit Hilfe der
inversen Vorgehensweise versucht, hyb4-Derivate zu erzeugen (2.3.12.5), deren
Komplementationsverhalten dem von hyb5 gleicht. Abb. 19, B gibt einen Überblick über
alle sechs kreierten Allele. In Tab. 7 ist das Wachstumsverhalten der entsprechenden
GR20-Transformanden dargestellt.
 A.
                TM     +  -  + +  +        -         +  -      -         +
hyb4 Y F F N R E K R R L L E T Q K E A D A N R
                             TM     +  -  + +  +        -         +  -      -         +
hyb5  Y F F N R E K R R L -- E T Q K E A E A N R
B.
                             TM     +  -  + +  +        -     -   +  -      -         +
Sco1p[Q101E] Y F F N R E K R R L -- E T E  K E A E A N R
                              TM     +  -  + +  +        -         +  -      -         +
hyb4-D Y F F N R E K R R L L E T Q K E A D A N R
                                         TM      +  -  + +  +        -        +  -       -          +
Sco1p[99+L] Y F F N R E K R R L L E T Q K E A E  A N R
                            TM      +  -  + +  +        -     -  +  -      -          +
hyb4-E   Y F F N R E K R R L -- E T E K E A D A N R
               TM      +  -  + +  +        -         +   -      -        +
Sco1p[E105D] Y F F N R E K R R L -- E T Q K E A D A N R
                           TM      +  -  +  + +         -     -  +   -      -        +
hyb4-F  Y F F N R E K R R L L E T E  K E A E A N R
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Abb. 19: Schematische Darstellung des Bereiches verschiedener Sco1p- bzw. Sco1p/Sco2p-
Chimären-Derivate, der dem TM-Segment unmittelbar folgt
Von Sco1p stammende Sequenzen sind blau unterlegt, das Sco1p-TM-Segment (TM) ist
dunkelblau dargestellt. Sco2p-Sequenzen sind grau unterlegt. Über der Sequenz sind die
Ladungen der As-Reste mit + und - angegeben. Zwischen Sco1p und Sco2p identische As
sind gelb dargestellt.
A.: Rot gekennzeichnet sind die 3 Positionen, in denen sich die Chimäre hyb4 und hyb5
unterscheiden.
B.: Die Veränderung in der Sequenz des jeweiligen SCO1- bzw. hyb4-Konstruktes ist rot
gekennzeichnet.
Die Einführung der von Sco2p stammenden As an jeweils einer der drei Positionen der
Sco1p-Sequenz hatte in keinem Fall einen Effekt: alle Transformanden zeigten wt-
gleiches Wachstum (Tab. 7). Offensichtlich entsteht die Nichtfunktionalität nur in
Kombination aller drei Positionen und/oder in Kombination mit anderen im hyb4
vorhandenen Sco2p-Sequenzen.
Jedoch zeigte GR20 nach Transformation mit jedem der an einer Position an die Sco1p-
Sequenz angepassten hyb4-Derivate Wachstum auf nicht-vergärbarem Medium (Tab. 7).
Dabei konnte der deutlichste Effekt bei dem Konstrukt hyb4-E beobachtet werden. Die
Deletion des in der Sco2p-Sequenz zusätzlich auftretenden Leucins resultierte in einem
zu hyb5 vergleichbaren Komplementationsverhalten. Wie bereits erwähnt, könnte die
Nichtfunktionalität des hyb4-Proteins durch inkorrekte Faltung bedingt sein. Das
zusätzliche Leucin im Übergangsbereich von der Sco1p- zur Sco2p-Sequenz
beeinträchtigt möglicherweise sterisch die Ausbildung der für die Funktion essenziellen
Proteinstruktur. Allerdings scheint dies nur dann einen Effekt auf die Funktionalität zu
haben, wenn, wie in hyb4, andere Sequenzen im C-terminalen Proteinteil vom Sco2p
stammen, da die Einführung des L99 in Sco1p keinen negativen Einfluss auf die Funktion
hat. Der Austausch der negativ geladenen Glutaminsäure gegen die neutrale As Glutamin
im Konstrukt hyb4-D und der Ersatz der negativ geladenen Glutaminsäure gegen die
ebenfalls saure Asparaginsäure im Konstrukt hyb4-F resultierten in einem nur sehr
schwachen Wachstum der entsprechenden Transformanden.
Als sehr interessant erwies sich der Einfluss einer erhöhten Cu-Konzentration im
Medium auf das Wachstum der Transformanden (Tab. 7). Jedes der drei in ihrer Sequenz
veränderten hyb4-Konstrukte (D, E, F), aber auch hyb4 selbst, vermittelte deutlich
stärkeres Wachstum bei einem erhöhten Cu-Angebot; am eindrucksvollsten zeigte sich
dieser Effekt bei hyb4-D. Dementsprechend bewirkte Cu-Mangel im Medium bei allen
drei Konstrukten (hyb4-D, -E, -F) abgeschwächtes Wachstum (Tab. 7).
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Mit Hilfe der Untersuchungen des sich C-terminal an den Membrananker anschließenden
Segmentes konnte nicht, wie erwartet, eine oder mehrere für die Sco1p-Funktion
essenzielle Aminosäure(n) identifiziert werden. Vielmehr scheint die Nichtfunktionalität
des hyb4 in mehreren Ursachen begründet zu sein, von denen die drei zwischen hyb4 und
hyb5 abweichenden Positionen nur eine darstellen. Da in diesem Bereich möglicherweise
durch die Fusion der Sco1p- mit der Sco2p-Sequenz bedingte strukturelle Probleme
auftreten, können auch keine Schlüsse bezüglich der Nichtfunktionalität von Sco2p
gezogen werden. Jedoch zeigen die präsentierten Ergebnisse, dass die dem TM-Segment
folgenden 13 As Bedeutung für die Funktion von Sco1p haben. Die Tatsache, dass in
diesem Bereich gestörte Mutanten (hyb4 und dessen Derivate D, E und F) durch die
externe Cu-Zugabe deutlich besser komplementieren, ist ein weiterer Hinweis auf eine
Beteiligung von Sco1p am mitochondrialen Cu-Metabolismus. Außerdem demonstriert
dieser Befund, dass der Funktionsverlust solcher Mutanten zumindest teilweise durch ein
erhöhtes Cu-Angebot ausgeglichen werden kann.
Tab. 7: Komplementationsverhalten der sco1- und hyb4-Konstrukte, die Mutationen im
unmittelbar dem Membrananker folgenden Segment tragen
Die entsprechenden YEp351-Konstrukte wurden in den GR20 transformiert. Das Wachstum der
Transformanden wurde zunächst auf Glycerolmedium bei den angegebenen Temperaturen
getestet. Außerdem wurde der Effekt von Cu-Mangel (30°C-Cu; Medium: s. 2.1.8.2) bzw.
erhöhtem Cu-Angebot im Medium (30°C + 0,01 %; 0,05 % bzw. 0,2 % Cu) auf das Wachstum
der Transformanden analysiert. Die Auswertung des Wachstumstests erfolgte nach 2-4 d.
+++: wt-gleiches, ++: reduziertes, +: stark reduziertes, +/-: kaum bzw. -: kein
Wachstum
Konstrukt Protein 23°C 30°C 37°C 30°C
-Cu
30°C
+0,01%Cu
30°C
+0,05%Cu
30°C
+0,2%Cu
hyb4 Sco1p(1-94)/
Sco2p(101-301)
- - - - - +/- +/-
Q101E Sco1p(Q101E) +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
+L99 Sco1p(+L99) +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
E105D Sco1p(E105D) +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
hyb4-D Sco1p(1-94)/ Sco2p
(101-301; E102Q)
- +/- +/- - + ++ ++
hyb4-E Sco1p(1-94)/ Sco2p
(101-301; -L99)
+/- ++ ++ + +++ +++ +++
hyb4-F Sco1p(1-94)/ Sco2p
(101-301; D106E)
- +/- +/- - +/- + ++
Ergebnisse
81
3.2.5 Mutantenallele, die SCO1 nur in Gegenwart von SCO2 ersetzen
können
Um Mutantenallele zu identifizieren, die in Abhängigkeit von SCO2 funktionell sind,
wurde folgende Vorgehensweise gewählt: Alle unter 3.1 beschriebenen sco1-
Mutantenallele sowie die unter 3.2.4 aufgeführten SCO1/SCO2-Chimären, die die sco1-
Nullmutante GR20 zu Wachstum auf nicht-vergärbarem Medium befähigten, wurden in
die sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 transformiert. Das Wachstum der AR2-
Transformanden wurde im Vergleich zu den GR20-Transformanden auf Glycerolplatten
getestet. Tab. 8 gibt einen Überblick über die Allele, die im AR2 deutlich schlechteres
Wachstum bewirkten als im GR20.
Tab. 8: Konstrukte, die ∆sco1 in Abhängigkeit von SCO2 komplementieren können
Das Wachstum der entsprechenden GR20- und AR2-Transformanden wurde auf YPG-Platten
bei 30°C (wenn nicht anders angegeben) getestet. Die Auswertung erfolgte nach 3 Tagen.
+++: wt-gleiches, ++: reduziertes, +/-: kaum und -: kein Wachstum
Konstrukt GR20 AR2
SCO1(∆2-32)-pRS415 ++ +/-
hyb5-pRS415 ++ (cs) +/- (cs)
tsC-YEp351 ++ (37°C) - (37°C)
Die in Tab. 8 aufgeführten Konstrukte wurden mit SCO2-pRS414 in die sco1/sco2-
Doppelnullmutante AR6 (2.2.2.2; AR2 war aufgrund seiner Selektionsmarken für dieses
Experiment nicht geeignet) cotransformiert. Erwartungsgemäß zeigten diese
Transformanden ein zu den GR20-Transformanden vergleichbares Wachstum auf
Glycerolmedium. Somit konnte das im Vergleich zum GR20 stark beeinträchtigte
Wachstum der AR2-Transformanden tatsächlich auf das Fehlen von SCO2 zurückgeführt
werden.
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3.3 Das SCO1-Homologe senC aus Rhodobacter capsulatus
Rhodobacter capsulatus, ein schwefelfreies Purpurbakterium, führt unter anaeroben
Bedingungen anoxygene Photosynthese und unter aeroben Bedingungen oxidative
Phosphorylierung zur Deckung seines Energiebedarfs durch. Wie viele Bakterienspecies
verfügt es über eine verzweigte Atmungskette mit zwei terminalen Oxidasen: einer
Cytochrom c Oxidase vom cb-Typ (COX) sowie einer Quinol Oxidase vom bb3-Typ
(QOX). Während der Elektronentransfer zur COX wie in der mitochondrialen
Atmungskette über den bc1-Komplex und Cytochrom c verläuft, erfolgt die Übertragung
der Elektronen auf die QOX direkt vom Quinol-Pool (Gray et al., 1994).
In R. capsulatus wurde mit senC ein Gen identifiziert, dessen Genprodukt in seiner As-
Sequenz 33% Identität bzw. 52% Homologie zur As-Sequenz von Sco1p aus S.
cerevisiae aufweist (Buggy und Bauer, 1995). Das senC-Gen codiert für ein 221 As
großes Protein. Unmittelbar an dessen N-Terminus befindet sich ein Bereich aus 27
hydrophoben As, der vermutlich der Verankerung des Proteins in der Membran dient.
Wie alle Mitglieder der Sco-Familie enthält das Protein das potenzielle Metallbindemotiv
CXXXC (Abb. 2).
Die Disruption des senC-Gens in einem R. capsulatus Stamm resultiert in einer stark
reduzierten COX-Aktivität (Buggy and Bauer, 1995). Interessanterweise liegt das senC-
Gen in einem Cluster von regulatorischen Genen, die die Expression von Photosynthese-
Genen in Abhängigkeit vom Licht- und Sauerstoffangebot kontrollieren. Es konnte
gezeigt werden, dass die Disruption von senC auch eine beeinträchtigte Synthese des
Photosyntheseapparates zur Folge hat (Buggy und Bauer, 1995).
Für diese Arbeit war es von Interesse zu untersuchen, ob die Sequenzhomologie
zwischen dem senC-Protein und Sco1p eine Funktionshomologie beider Proteine
widerspiegelt. Hierzu sollte getestet werden, ob das senC-Protein per se oder chimäre
Proteine aus Sco1p und senC in der Lage sind, die sco1-Nullmutante GR20 zu
komplementieren.
Interessanterweise unterscheiden sich die COX vom cb-Typ aus R. capsulatus und die mt
COX vom aa3-Typ beträchtlich. Die cb-Typ-COX besitzt kein CuA-Zentrum und nur die
UE Cox1p beider Typen sind homolog (Gray et al., 1994). Eine Komplementation der
sco1-Nullmutante durch senC bzw. SCO1/senC-Chimäre würde daher einen wertvollen
Hinweis auf die Funktion von Sco1p liefern.
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3.3.1 Klonierung und Sequenzierung des senC-Gens
Der senC-ORF wurde aus dem R. capsulatus-Stamm ATCC 11166 (2.3.11.4) isoliert.
Die Sequenzierung des PCR-Produktes ergab eine DNA-Sequenz, die sich von der von
Buggy und Bauer (1995) veröffentlichten unterschied. Durch Sequenzierung von zwei
weiteren unabhängigen PCR-Produkten wurde ausgeschlossen, dass dies durch eine
fehlerhafte Amplifizierung bedingt war. Abb. 20 zeigt die DNA-Sequenz des in dieser
Arbeit isolierten senC-ORF.
ATGAACGTTTCGAGCAAGACCGCCGCGCTGGCTGCCACGGCAGCCGTCGT  50
CGTCGTGGTTGGCATCTCTGCCGCCGTGTCCTTCCTCCCCGCGCAGACGG 100
ACCGCTTCGCGCAGTGCCGCAAGGGCACGGGCAGCGCCTCGGCGCAGATC 150
GGCGGCCCGTTCACGCTGGTTTCGGAAACCGGCGTCCCCGTGACCGACCG 200
CGACGTGATCGCCCGGCCCAGCCTTGTCTACTTCGGCTACACCTATTGCC 250
CGGATGTCTGCCCGATCGACAGCACCCGCAATGCCGCCGCCGTCGATCTT 300
CTGGCCGAACGCGGTCATGAGGTGACGCCGGTGTTCATTTCGGTCGATGC 350
CGCGCGGGATACGCCGCCCGTGCTGACGGAATTCACCGATCTGATGAGCC 400
CGAAGATGATCGGCCTGACCGGCACGCCGGAACAGATCGACGCGGCGGTG 450
CGGGCCTATCGGGCCTATTACCTGATCCGCAATCCCGGCGATCCGGCGAC 500
GCTGGTCGATCATTCGACCCAGACCTATCTGATGGATCCGAAGCTTGGCT 550
TTCTCGATTTCTATGATCGCGATGCCACACCGGAAATGGTGGCCGAAAGT 600
GTCGGATGCTTCCTGGACGCGCTGCAGACCCCCGGGGAAAACCCCGCGGC 650
 GGGCAACGGAAATTGA     666
Abb. 20: DNA-Sequenz des senC-ORF aus dem R. capsulatus-Stamm ATCC 11166
Die dargestellte DNA-Sequenz wurde durch Sequenzierung von drei unabhängigen PCR-
Produkten ermittelt. Start- und Stopp-Codon des senC-ORF sind unterstrichen. Gelb unterlegt
sind die Basen, die von der bereits veröffentlichten Sequenz (Buggy und Bauer, 1995)
abweichen.
Das von Buggy und Bauer (1995) identifizierte senC-Gen wurde aus dem R. capsulatus-
Stamm SB 1003 isoliert. Vermutlich sind die Unterschiede in der senC-Sequenz, die auf
DNA-Ebene wie auf Protein-Ebene ca. 7,5 % betragen, auf stammbedingte
Polymorphismen zurückzuführen. Abb. 21 zeigt ein Alignment beider As-Sequenzen.
Nur an fünf von insgesamt 16 abweichenden Positionen weisen die As unterschiedliche
physikochemische Eigenschaften auf. In der Literatur wird ein weiteres Beispiel für
solche Stamm-Polymorphismen bei R. capsulatus beschrieben. So wurden bei Porin aus
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den wt-Stämmen B10 und 37b4 signifikante Unterschiede in ihrer N-terminalen Sequenz,
As-Zusammensetzung und molekularen Masse festgestellt (Trieschmann et al., 1996a).
Selbst der Vergleich der in zwei verschiedenen Labors bestimmten Primärsequenzen von
Porin des wt-Stammes 37b4 ergab sieben voneinander abweichende As-Positionen, die
jedoch nur einen marginalen Einfluss auf Struktur und Funktion haben (Trieschmann et
al., 1996b). Die Autoren vermuten, dass diese Diskrepanz darauf zurückzuführen ist,
dass der Stamm über einen langen Zeitraum in dem einen Labor hauptsächlich unter
aeroben und in dem anderen Labor überwiegend unter anaeroben Bedingungen kultiviert
wurde. Vermutlich üben die Kultivierungsbedingungen im Labor verglichen mit den
natürlichen Umweltbedingungen keinen starken Selektionsdruck aus (Trieschmann et al.,
1996b).
                                                                                                 **     *
SB1003 MNVSSKTAALAATAAVVVVVGISAAVTLVPHETDRFAACRKGTGSASAQIGGPF
ATCC11166 MNVSSKTAALAATAAVVVVVGISAAVSFLPAQTDRFAQCRKGTGSASAQIGGPF
      *       *
SB1003 TLISETGATVTDRDVITKPSLVYFGYSYCPDVCPIDSTRNAAAVDLLAERGHDV
ATCC11166 TLVSETGVPVTDRDVIARPSLVYFGYTYCPDVCPIDSTRNAAAVDLLAERGHEV
                                             
SB1003 TPVFISVDAARDTPPVLTEFTDLMSPKMIGLTGTPEQIDAAVKAYRAYYLIRNP
ATCC11166 TPVFISVDAARDTPPVLTEFTDLMSPKMIGLTGTPEQIDAAVRAYRAYYLIRNP
                                           
SB1003 GDPATLVDHSTQTYLMDPKLGFLDFYDRDATPEMVADSVGCFLDALQTPGDTPA
ATCC11166 GDPATLVDHSTQTYLMDPKLGFLDFYDRDATPEMVAESVGCFLDALQTPGENPA
SB1003 AGNGN
ATCC11166 AGNGN
Abb. 21: Alignment der As-Sequenzen von senC aus den Wildtyp-Stämmen ATCC 11166
und SB 1003
Es ist die vollständige As-Sequenz der senC-Proteine beider R. capsulatus-Stämme dargestellt.
Gelb unterlegt sind die As-Reste, die voneinander abweichen *  markiert die in ihren
physikochemischen Eigenschaften differierenden As-Reste. Das CXXXC-Motiv ist durch eine
schwarze Linie gekennzeichnet.
3.3.2 Komplementationsstudien in der sco1-Nullmutante GR20
Da das senC-Protein aus R. capsulatus über keine mitochondriale Importsequenz verfügt
und ihm im Vergleich zum Sco1p der das TM-Segment N-terminal flankierende Bereich
fehlt, erfolgte die Konstruktion chimärer Proteine (2.3.12.4). Dabei wurde der Übergang
von der Sco1p-Sequenz zur senC-Sequenz in hochhomologen Bereichen gewählt, um die
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Wahrscheinlichkeit einer inkorrekten Faltung des resultierenden Fusionsproteins
möglichst gering zu halten. Im Konstrukt ScRc4 wurde außerdem die senC-Sequenz am
C-Terminus durch die entsprechende Sequenz von Sco1p ersetzt, da die Homologie
zwischen den Sco-Proteinen unterschiedlicher Organismen am C-Terminus sehr gering
ist (Abb. 2) und dieser Bereich für die Funktion von Sco1p wichtig ist (3.1.4). Abb. 22
gibt einen schematischen Überblick über Sco1p, das senC-Protein und die konstruierten
Sco1p/senC-Chimären.
   PS                        TM
Sco1p      +
       TM
SenC      -
   PS        TM
ScRc1      -
   PS        TM
ScRc2      -
   PS        TM
ScRc4      -
Abb. 22: Schematische Darstellung von Sco1p, senC und den Sco1p/senC-Chimären
Blau dargestellt ist die Sco1p-Sequenz, gelb die senC-Sequenz; rot markiert ist die Position des
CXXXC-Motivs. PS: abspaltbare Präsequenz; TM: TM-Segment
Rechts ist das Wachstum der sco1-Nullmutante GR20 nach Transformation mit den
entsprechenden multi copy Konstrukten (YEp351) auf Glycerolmedium bei 30°C angegeben.
ScRc1 codiert für Sco1p[1-153]/SenC[89-221]; ScRc2 codiert für Sco1p[1-206]/SenC[141-
221]; ScRc4 codiert für Sco1p[1-117]/SenC[53-178]/Sco1p[247-295]
Der senC-ORF und die Chimären wurden unter Kontrolle des SCO1-Promotors vom
multi copy-Vektor YEp351 in der sco1-Nullmutante GR20 exprimiert und das Wachstum
der entsprechenden Transformanden auf Glycerolmedium getestet. Keines der
Konstrukte war funktionell (Abb. 22). Um zu prüfen, ob die Fusionsproteine
möglicherweise instabil sind, wurden die cytosolische und die mitochondriale Fraktion
der entsprechenden Transformanden in einem Western blot analysiert. Der Nachweis der
chimären Proteine erfolgte mit Hilfe des gegen den Sco1p-Teil gerichteten Sco1p-
Antiserums (Abb. 23). Jedes der getesteten chimären Proteine ließ sich in der
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mitochondrialen Fraktion nachweisen, allerdings unterschieden sich die Signal-
intensitäten beträchtlich. Die Signale können nicht mit dem von wt-Sco1p (2) verglichen
werden, da der Sco1p-Ak aufgrund des senC-Anteils zu den Chimären eine geringere
Affinität aufweisen könnte. Ein Funktionsausfall aufgrund eines raschen Abbaus kann
zumindest für ScRc2 (4) und ScRc4 (5) ausgeschlossen werden. Die vergleichsweise
sehr geringe Konzentration an ScRc1 (3) spricht für einen verstärkten Abbau dieses
Fusionsproteins. Möglicherweise wird dies durch eine inkorrekte Faltung bedingt, die
außerdem Ursache für die Nichtfunktionalität sein könnte. Zudem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich die chimären Proteine in den Mitochondrien nicht am
richtigen Wirkort von Sco1p befinden. So fällt beispielsweise auf, dass das von ScRc4-
YEp351 codierte Protein im SDS-Gel eine geringere Laufgeschwindigkeit als Sco1p
aufweist. Es ist unwahrscheinlich, dass dieses nicht der erwarteten Größe entsprechende
Laufverhalten des Fusionsproteins durch seine Primärstruktur bestimmt wird, da diese
hauptsächlich der des Sco1p entspricht und der von senC stammende Teil zu Sco1p stark
homolog ist. Vielmehr könnte eine fehlende Processierung des Precursors die Ursache
dafür sein. Möglicherweise fehlen dem Konstrukt für die korrekte Topogenese wichtige
Sequenzen.
Abb. 23: Western blot-Analyse der Sco1p/senC-Chimären
Die GR20-Transformanden wurden auf MM-Glc kultiviert. Je 50 µg der mitochondrialen bzw.
cytosolischen Fraktion wurden in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt. Der immunchemische
Nachweis erfolgte mit dem Sco1p-Antiserum.
M: mitochondriale Fraktion; C: cytosolische Fraktion
1: YEp351; 2: SCO1-YEp351; 3: ScRc1-YEp351; 4: ScRc2-YEp351; 5: ScRc4-YEp351
M    C     M     C     M      C     M      C    M
1 2 3 4 5
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3.4 Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen
Beide Vorstellungen zur Wirkweise von Sco1p (1.4.4) implizierten eine Wechselwirkung
von Sco1p mit bestimmten Proteinen. Außerdem lagen mit Hilfe des Two-Hybrid-
Systems erstellte Daten vor, die als Hinweis auf verschiedene Interaktionen gewertet
werden können (Kuschel, 1999). Deshalb wurde eine Interaktion von Sco1p mit
ausgewählten Partnerproteinen untersucht. Um möglicherweise der Rolle von Sco2p
näher zu kommen, wurde auch dieses Protein auf seine Fähigkeit, mit bestimmten
Partnern zu interagieren, untersucht.
Als Methoden kamen in vitro-Bindungstest (2.4.11) und Coimmunpräzipitation (2.4.12)
zum Einsatz. Beim in vitro-Bindungstest wird ein Partner als GST-Fusionsprotein an
GSH-Sepharose immobilisiert (2.4.10.1 bzw. 2.4.10.2) und mit mt Lysat, das den zweiten
Partner enthält, inkubiert. Der in vivo Nachweis einer Interaktion kann durch die
Präzipitation eines Proteins mit Ak, die gegen seinen Partner gerichtet sind, erfolgen
(Coimmunpräzipitation).
3.4.1 Interaktion von Sco1p bzw. Sco2p mit Cox17p
In vitro lässt sich eine schwache Interaktion zwischen Cox17p und Sco1p sowie Cox17p
und Sco2p nachweisen.
Mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems wurde eine schwache Interaktion des mt Cu-Carriers
Cox17p mit Sco1p(93-295), jedoch nicht mit Sco2p(99-301) gezeigt (Kuschel, 1999).
Um dies im in vitro-Bindungstest zu untersuchen, wurde Cox17p N-terminal an GST
fusioniert (2.3.13.1) und im S. cerevisiae-Stamm CEN.PK2 exprimiert. Parallel sollte ein
in vitro-Bindungstest nur mit GST durchgeführt werden, um eine Wechselwirkung mit
dem GST-Teil des Fusionsproteins ausschließen zu können. Dazu wurde GST ebenfalls
in CEN.PK2 exprimiert. Je 20 µg Sepharose-gekoppeltes GST-Cox17p bzw. GST
wurden mit 500 µg lysierten Mitochondrien des Stammes AR2 nach Transformation mit
SCO1-3HA-YEp351 oder mit SCO2-3HA-YEp351(1P) inkubiert. Durch die Verwen-
dung der sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 lag nach Transformation mit dem
entsprechenden Plasmid nur jeweils ein Sco-Homologes (entweder Sco1p-3HA oder
Sco2p-3HA) im mt Lysat vor. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die jeweilige
Interaktion vom anderen Sco-Homologen abhängig ist. Abb. 24 zeigt das Ergebnis der
Western blot-Analyse Sepharose-assoziierter Proteine. Deutlich erkennbar kann Sco1p-
3HA und auch Sco2p-3HA in den Proben nachgewiesen werden, die das GST-Cox17p-
Fusionsprotein enthielten (Abb. 24 A, Spur 3 und B, Spur 3), nicht aber in den Proben,
die nur GST enthielten (Abb. 24 A, Spur 4 und B, Spur 4). Interessanterweise
Ergebnisse
88
unterschieden sich Sco1p und Sco2p in der Stärke ihrer Interaktion mit Cox17p nicht. In
den Spuren 1 (Abb. 24 A und B) sind jeweils 1/20 des eingesetzten mt Lysats
aufgetragen. Vergleicht man die Signalintensitäten, so wird deutlich, dass nur ein sehr
geringer Teil von Sco1p-3HA bzw. Sco2p-3HA an die GST-Cox17p-Sepharose bindet.
Für einige Cu-Chaperone wurde gezeigt, dass sie Cu-abhängig mit ihrem Zielprotein
interagieren (z.B. Pufahl et al., 1997; Larin et al., 1999). Um die Cu-Abhängigkeit der
Interaktion von Sco1p bzw. Sco2p mit Cox17p zu testen, wurde einerseits der in vitro-
Bindungstest in Gegenwart des Cu1+-spezifischen Chelators BCS (Bathocuproin-
disulfonsäure) durchgeführt (Abb. 24 A, Spur 2 und B, Spur 2) und andererseits
Mutantenproteine eingesetzt, bei denen potenzielle Cu-Liganden gegen andere As
ausgetauscht wurden. Für Sco1p betrifft das C148 und C152 im CXXXC-Motiv sowie H239
(Abb. 24 A, Spuren 5-8) und für Sco2p C154 und C158 im CXXXC-Motiv (Abb. 24 B,
Spur 5). In fast allen Fällen ist das entsprechende Partnerprotein mit einer erkennbar
reduzierten Signalintensität noch nachweisbar, eine komplette Verhinderung der
Interaktion konnte nicht beobachtet werden.
Abb. 24: In vitro-Interaktion von Sco1p bzw. Sco2p mit Cox17p
A. Je 20 µg GST (Spur 4) bzw. GST-Cox17p (Spuren 2, 3 und 5-8) wurden aus CEN.PK2-
Transformanden gereinigt und an GSH-Sepharose gekoppelt. Die Inkubation erfolgte in
Gegenwart von 5 mM DTT mit 500 µg mt Lysat aus AR2 nach Transformation mit SCO1-3HA-
YEp351 (Spuren 2-4), cys1-3HA-YEp351 (Spur 5), cys2-3HA-YEp351 (Spur 6), cys3-3HA-
YEp351 (Spur 7) bzw. H239T-3HA-YEp351 (Spur 8). In Spur 1 sind 25 µg mt Lysat aus Sco1p-
3HA exprimierendem AR2 aufgetragen. Bei dem in Spur 2 analysierten Ansatz erfolgte die
Inkubation in Gegenwart von 3 mM BCS. Der Nachweis erfolgte mit dem HA-Ak. cys1-3HA-
YEp351 codiert für Sco1p[C148A]-3HA, cys2-3HA-YEp351 für Sco1p[C152A]-3HA, cys3-
3HA-YEp351 für Sco1p[C148A;C152A]-3HA und H239T-3HA-YEp351 für Sco1p[H239T]-
3HA.
B. Je 20 µg GST (Spur 4) bzw. GST-Cox17p (Spuren 2, 3 und 5), aus CEN.PK2-
Transformanden gereinigt und an GSH-Sepharose gekoppelt, wurden in Gegenwart von 5 mM
DTT mit 500 µg mt Lysat aus Sco2p-3HA exprimierendem AR2 (Spuren 2-4) bzw. aus
Sco2p[C154A;C158A]-3HA exprimierendem AR2 (Spur 5) inkubiert. Spur 1 zeigt 25 µg mt
Lysat aus AR2 nach Transformation mit SCO2-3HA-YEp351(1P). Bei dem in Spur 2
analysierten Ansatz erfolgte die Inkubation in Gegenwart von 3 mM BCS. Der Nachweis
erfolgte mit dem HA-Ak. SCO2-cys3-3HA-YEp351(1P) codiert für Sco2p[C154A;C158A]-
3HA.
A.                                                             B.
1     2      3      4      5     6      7      8                   1      2     3      4      5
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3.4.2 Interaktion von Cox17p mit Cox2p
In vitro lässt sich eine schwache Interaktion zwischen Cox17p und Cox2p nachweisen.
Mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems wurde desweiteren eine Interaktion von Cox17p mit
dem löslichen, C-terminalen Proteinteil von Cox2p (As 108-351) gezeigt, die stärker war
als die bereits erwähnte Interaktion zwischen Cox17p und Sco1p(93-295) (Kuschel,
1999). Da dieser das CuA-Zentrum tragende Teil von Cox2p in den IMS ragt, also in
dasselbe Subkom-partiment, in dem auch Cox17p lokalisiert wurde (Beers et al., 1997),
ist eine Interaktion dieser beiden Proteine unabhängig von Sco1p bzw. Sco2p durchaus
denkbar. Dies wurde im in vitro-Bindungstest, wie unter 3.4.1 für Sco1p bzw. Sco2p
beschrieben, getestet. Die Inkubation erfolgte mit 500 µg lysierten Mitochondrien des
wt-Stammes W303. Der Western blot in Abb. 25 belegt, dass Cox2p spezifisch an GST-
Cox17p (Spur 4), nicht jedoch an GST (Spur 2) bindet. Allerdings deutet der Vergleich
des in Spur 4 detektierten Signals mit dem in Spur 1, in der 1/20 des eingesetzten mt
Lysats aufgetragen wurde, wiederum daraufhin, dass nur ein geringer Anteil von Cox2p
an die GST-Cox17p-Sepharose gebunden hat. Somit kann der Befund aus dem Two-
Hybrid-System, der eine deutlich stärkere Interaktion von Cox17p mit Cox2p im
Vergleich zu Sco1p impliziert, in vitro nicht bestätigt werden.
Abb 25, Spur 3 repräsentiert einen Ansatz, bei dem die Cu-Abhängigkeit der Interaktion
getestet wurde, indem die Inkubation in Gegenwart des Cu1+-Chelators BCS erfolgte.
Cox2p lässt sich mit etwas geringerer Intensität noch nachweisen  eine Cu-
Abhängigkeit der Interaktion von Cox17p und Cox2p erscheint daher eher
unwahrscheinlich.
Abb. 25: In vitro Interaktion von Cox17p und Cox2p
GST (Spur 2) bzw. GST-Cox17p (Spuren 3 und 4) wurden aus den entsprechenden CEN.PK2-
Transformanden isoliert und an GSH-Sepharose gekoppelt. Je 20 µg wurden in Gegenwart von 5
mM DTT mit 500 µg lysierten Mitochondrien des wt-Stammes W303 inkubiert, in Spur 3
erfolgte der Zusatz von 3 mM BCS. Zum Vergleich wurden in Spur 1 25 µg lysierter
Mitochondrien aus W303 aufgetragen. Die Western blot-Analyse erfolgte mit Cox2p-
spezifischen Ak.
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3.4.3 Interaktion von Sco1p bzw. Sco2p mit Cox2p
Die UE II der COX, das CuA-Zentrum tragende Cox2p, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
das/ein Zielprotein der Sco1p-Funktion. Deshalb sollte getestet werden, ob beide
Proteine miteinander interagieren. Interessant erschien außerdem die Frage, ob auch
Sco2p mit Cox2p in Wechselwirkung tritt.
Sco1p interagiert in vitro mit Cox2p.
Zunächst wurde ein in vitro-Bindungstest durchgeführt, bei dem der das CXXXC-Motiv
enthaltende C-terminale Teil von Sco1p (As 93-295) als GST-Fusionsprotein (2.3.13.1)
in CEN.PK2 exprimiert und affinitätschromatographisch an GSH-Sepharose gekoppelt
wurde. Als Negativkontrolle für den Bindungstest diente wiederum GST. Der Western
blot in Abb. 26 demonstriert, dass nach Inkubation mit 300 µg mt Lysat des wt-Stammes
W303 Cox2p spezifisch an GST-Sco1p(C)-Sepharose (Spur 2), nicht jedoch an GST-
Sepharose (Spur 1) gebunden bleibt. Sowohl eine Vorinkubation des an die Sepharose
gekoppelten GST-Sco1p(C) mit 3 mM BCS (Spur 4) als auch die Gegenwart von 3 mM
BCS während der Inkubation (Spur 3) beeinträchtigen die Interaktion nicht deutlich. Das
deutet darauf hin, dass diese Interaktion nicht Cu-abhängig ist. In Spur 5 ist 1/10 des
eingesetzten mt Lysates aufgetragen. Auch in diesem Fall kann aus einem Vergleich der
Signalintensitäten aller Spuren geschlussfolgert werden, dass nur ein geringer Teil der
eingesetzten Cox2p-Moleküle mit der GST-Sco1p(C)-Sepharose assoziiert vorliegt.
Abb. 26: In vitro Interaktion von Sco1p(C) und Cox2p
Je 15 µg GST (Spur 1) bzw. GST-Sco1p(C) (Spuren 2-4) wurden aus den entsprechenden
CEN.PK2-Transformanden isoliert und an GSH-Sepharose gebunden. Die Inkubation mit 300
µg mt Lysat des wt-Stammes W303 (Spuren 1-4) erfolgte in Gegenwart von 1 mM DTT. In Spur
4 wurde das Sepharose-gekoppelte GST-Sco1p(C) mit 3 mM BCS vorinkubiert und in Spur 3
erfolgte die Bindung in Gegenwart von 3 mM BCS. Zum Vergleich wurden in Spur 5 30 µg des
eingesetzten mt Lysates aufgetragen. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit Cox2p-
spezifischen Ak. Bei dem in Spur 5 oberhalb der Cox2p-Bande auftretenden zusätzlichen Signal
handelt es sich um eine unspezifische Kreuzreaktion des Ak.
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Sco1p interagiert in vitro mit dem CuA-Zentrum-tragenden C-terminalen Teil von Cox2p.
In einem inversen Ansatz, bei dem die As 108-351 von Cox2p an GST fusioniert wurden
(2.3.13.2), konnte die Interaktion mit Sco1p auf den C-terminalen Teil von Cox2p
eingegrenzt werden. Um kein wt-Cox2p im Hintergrund zu haben, wurde das GST-
Cox2p(C)-Fusionsprotein für dieses Experiment heterolog im E. coli-Stamm BL21
exprimiert und daraus gereinigt. Abb. 27 macht deutlich, dass Sco1p-3HA (aus lysierten
Mitochondrien des Stammes AR2 nach Transformation mit SCO1-3HA-YEp351)
spezifisch an GST-Cox2p(C) (Spur 2), nicht jedoch an GST (Spur 1) bindet. In Spur 4 ist
1/10 des eingesetzten mt Lysates aufgetragen. Die Verwendung der mit SCO1-3HA-
YEp351 transformierten sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 erlaubt die Schluss-
folgerung, dass die Interaktion von Sco2p unabhängig ist.
Der oben beschriebene Befund legt den Schluss nahe, dass auch bei Sco1p der C-
terminale, in den IMS ragende Proteinteil mit dem CXXXC-Motiv für die Interaktion mit
Cox2p verantwortlich ist, da dieser Teil als GST-Fusion an die Sepharose gekoppelt für
den Bindungstest genutzt wurde. Dies sollte verifiziert werden, indem
Mitochondrienlysat von Sco1p(C) exprimierendem AR2 mit Sepharose-gekoppeltem
GST-Cox2p(C) inkubiert wurde (unter 3.1.3 wurde demonstriert, dass Sco1p(C) in die
Mitochondrien importiert wird). Obwohl sich Sco1p(C) gut in 1/10 des eingesetzten
Mitochondrienlysates (Abb. 27, Spur 5) nachweisen lässt, konnte unerwarteterweise eine
Interaktion mit Cox2p(C) nicht detektiert werden (Abb. 27, Spur 3). Deshalb kann keine
sichere Aussage über den an der Interaktion beteiligten Teil von Sco1p getroffen werden.
Abb. 27: In vitro Interaktion von Cox2p(C) mit Sco1p bzw. Sco1p(C)
Je 15 µg des aus dem E. coli-Stamm BL21 isolierten und an GSH-Sepharose gebundenen GST
(Spur 1) bzw. GST-Cox2p(C) (Spuren 2 und 3) wurden mit 300 µg lysierten Mitochondrien des
Stammes AR2 nach Transformation mit SCO1-3HA-YEp351 (Spuren 1 und 2) sowie mit
SCO1(C)-3HA-YEp351 (Spur 3) inkubiert. Zum Vergleich wurden in Spur 4 30 µg Sco1p-3HA
und in Spur 5 30 µg Sco1p(C)-3HA enthaltendes mt Lysat aufgetragen. Die Detektion erfolgte
mit anti-HA Ak.
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Der Austausch der für die Funktion von Sco1p essenziellen Aminosäuren C148, C152 und
H239 gegen andere As beeinträchtigt nicht die Interaktion von Sco1p mit Cox2p.
Um zu testen, ob der zu Funktionsausfall führende Austausch von C148 und C152 im
CXXXC-Motiv bzw. von H239 gegen andere As die Interaktion von Sco1p mit Cox2p
beeinflusst, wurde Sepharose-gebundenes GST-Cox2p(C) mit lysierten Mitochondrien
des Stammes AR2 nach Transformation mit cys1-3HA-YEp351, cys2-3HA-YEp351,
cys3-3HA-YEp351 und H239T-3HA-YEp351 inkubiert. Der in Abb. 28 dargestellte
Western blot belegt, dass keines der Mutantenproteine in seiner Interaktion mit Cox2p
gestört ist.
Abb. 28: In vitro Interaktion von Cox2p(C) mit nicht-funktionellen Sco1p-
Mutantenproteinen
Je 15 µg aus dem E. coli-Stamm BL21 isoliertes GST-Cox2p(C) wurde an GSH-Sepharose
gekoppelt, der Bindungstest erfolgte mit 300 µg lysierten Mitochondrien aus AR2 nach
Transformation mit SCO1-3HA-YEp351 (Spur 1), mit cys1-3HA-YEp351 (Spur 2), mit cys2-
3HA-YEp351 (Spur 3), mit cys3-3HA-YEp351 (Spur 4) bzw. mit H239T-3HA-YEp351 (Spur
5). cys1-3HA-YEp351 codiert für Sco1p(C148A)-3HA, cys2-3HA-YEp351 für Sco1p(C152A)-
3HA, cys3-3HA-YEp351 für Sco1p(C148A;C152A)-3HA und H239T-3HA-YEp351 für
Sco1p(H239T)-3HA-YEp351. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit HA-spezifischen
Ak.
Sco1p interagiert in vivo mit Cox2p.
Mit Hilfe einer Coimmunpräzipitation sollte die Interaktion von Sco1p und Cox2p in
vivo bestätigt werden. Dazu wurde Sco1p-3HA authentisch (unter Kontrolle des SCO1-
Promotors und unter Verwendung des single copy Vektors pRS415) in der sco1-
Nullmutante GR20 exprimiert. Als Kontrolle diente GR20, der nach Transformation mit
SCO1-pRS415 eine ungetaggte Version von Sco1p exprimierte. 300 µg Mitochondrien
aus diesen Transformanden wurden nach ihrer Lyse mit anti-HA-gekoppelter Protein A-
Agarose inkubiert (2.4.12). Abb. 29 zeigt eine Western blot-Analyse der
Immunpräzipitate sowie der Mitochondrienlysate. In beiden Lysaten (Spuren 3 und 4)
kann Cox2p detektiert werden, aber nur aus dem Sco1p-3HA enthaltendem Lysat
erfolgte eine spezifische Copräzipitation von Cox2p (Spur 1).
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Abb. 29: Coimmunpräzipitation von Sco1p und Cox2p
Je 300 µg Mitochondrien aus Sco1p-3HA bzw. wt-Sco1p exprimierendem GR20 wurden lysiert,
die Immunpräzipitation erfolgte wie unter 2.4.12 beschrieben mit dem HA-Ak. In Spur 1 ist das
Immunpräzipitat der Sco1p-3HA enthaltenden und in Spur 2 der wt-Sco1p enthaltenden
Mitochondrien aufgetragen. Spur 3 zeigt 30 µg des eingesetzten Lysates aus GR20 nach
Transformation mit SCO1-3HA-pRS415 und Spur 4 aus GR20 nach Transformation mit SCO1-
pRS415. Die Detektion des Western blots erfolgte mit Cox2p-spezifischen Ak. Bei den in Spur
3 und 4 oberhalb der Cox2p-Bande zusätzlich auftretenden Signalen handelt es sich um
unspezifische Kreuzreaktionen des Ak. Mit Hilfe des HA-Ak wurde die spezifische Präzipitation
von Sco1p-3HA in Spur 1 überprüft (Daten nicht gezeigt). Die Position der leichten und der
schweren Kette des anti-HA Ak sowie von Cox2p sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Sco2p interagiert in vitro mit dem CuA-Zentrum tragenden Teil von Cox2p.
Um die Fähigkeit von Sco2p zur Interaktion mit Cox2p zu testen, wurde GST-Cox2p(C)
sowie als Negativkontrolle GST an GSH-Sepharose gebunden und mit mt Lysat des
Sco2p-3HA exprimierenden AR2 inkubiert. Wie Sco1p ist auch Sco2p in der Lage,
spezifisch mit dem C-terminalen Anteil von Cox2p (As 108-351) zu interagieren (Abb.
30, Spur 1 und 2). Durch die Verwendung der mit SCO2-3HA-YEp351(1P)
transformierten sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 kann ausgeschlossen werden, dass
die in vitro-Interaktion zwischen Sco2p und Cox2p in Abhängigkeit von Sco1p erfolgt.
Diese Interaktion wird weder durch die Gegenwart des Cu1+-Chelators BCS bei der
Bindung (Spur 4), noch durch den Austausch der potenziellen Cu-Liganden C154 und C158
im CXXXC-Motiv gegen Alanin (Spur 5) unterbunden. Die Stärke der detektierten
Banden ist vergleichbar zu den bei der Interaktion mit Sco1p-3HA beobachteten
Signalintensitäten (Abb. 27).
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Abb. 30: In vitro Interaktion von Cox2p(C) und Sco2p
Je 15 µg GST (Spur 1) bzw. GST-Cox2p(C) (Spuren 2, 4 und 5) wurden aus dem E. coli-Stamm
BL21 isoliert und an GSH-Sepharose gekoppelt. Die Inkubation erfolgte mit 300 µg lysierten
Mitochondrien, die entweder aus dem AR2 nach Transformation mit SCO2-3HA-YEp351(1P)
(Spuren 1, 2 und 4) oder aus dem AR2 nach Transformation mit SCO2-cys3-3HA-YEp351(1P)
(Spur 5) präpariert wurden. Bei dem in Spur 4 aufgetragenen Ansatz fand die Inkubation in
Gegenwart von 3 mM BCS statt. Spur 3 zeigt zum Vergleich 1/10 des eingesetzten, Sco2p-3HA
enthaltenden Mitochondrienlysates. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit dem HA-Ak.
Möglicherweise interagiert Sco2p in vivo mit Cox2p.
Da sich Sco2p als nicht essenziell für eine funktionelle Atmungskette erwies, erschien es
interessant, mit Hilfe einer Coimmunpräzipitation zu testen, ob sich diese Interaktion
auch in vivo nachweisen lässt. Experimente, bei denen Sco2p-3HA bzw. Sco2p-GFP mit
gegen den jeweiligen tag gerichteten Ak präzipitiert wurden, lieferten keine
eindeutigen Resultate (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die alternative Vorgehensweise
gewählt, bei der Cox2p mit anti-Cox2p Ak (an Protein A/G-Sepharose gebunden) aus
dem mt Lysat des Sco2p-3HA exprimierenden AR1 sowie des wt-Stammes W303 (als
Negativkontrolle) präzipitiert wurde. Im Immunpräzipitat des Sco2p-3HA
exprimierenden AR1 konnte mit dem HA-Ak eine Bande der korrekten Größe detektiert
werden (Abb. 31, Spur 3: mit einem roten Pfeil gekenn-zeichnet), was aus einem
Vergleich mit Spur 1, in der 1/10 der eingesetzten Mitochondrien dieser
Transformanden, sowie mit Spur 5, in der 1/10 der nicht-gebundenen Fraktion
aufgetragen wurde, deutlich wird. Die geringe Signalintensität der in Spur 3 detektierten
Bande könnte sich daraus erklären, dass Sco2p selbst höchstwahrscheinlich nicht Teil
des funktionsfähigen COX-Komplexes ist, sondern in einem Stadium der COX-
Assemblierung transient mit Cox2p interagiert. Vermutlich liegt aber der überwiegende
Teil der Cox2p-Moleküle in vivo im bereits assemblierten, funktionsfähigen COX-
Komplex vor.
Knapp über der mit dem roten Pfeil markierten Bande in Spur 3 tritt eine weitere auf, die
sich auch im Kontrollansatz (Spur 4) andeutet (mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet).
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Hierbei könnte es sich um ein Abbauprodukt der schweren Kette des für die
Immunpräzipitation eingesetzten Cox2p-Ak handeln.
Diese Daten deuten auf eine Interaktion zwischen Sco2p und Cox2p auch in vivo hin,
jedoch bedarf es weiterer Experimente zur Bestätigung.
Abb. 31: Coimmunpräzipitation von Cox2p und Sco2p
Je 500 µg Mitochondrien aus AR1 nach Transformation mit SCO2-3HA-pRS415 bzw. aus
W303 wurden lysiert, die Immunpräzipitation erfolgte wie unter 2.4.12 beschrieben mit dem
Cox2p-Ak. In Spur 1 sind 50 µg Mitochondrien des Sco2p-3HA exprimierenden AR1 und in
Spur 2 50 µg Mitochondrien aus W303 aufgetragen. Spur 3 repräsentiert das Immunpräzipitat
der Sco2p-3HA enthaltenden und Spur 4 der wt-Sco2p enthaltenden Mitochondrien. In Spur 5
und 6 wurden 1/10 der nicht-gebundenen Fraktionen aufgetragen (Spur 5 von dem in Spur 3
gezeigten Immunpräzipitat und Spur 6 von dem in Spur 4 gezeigten Immunpräzipitat). Die
Detektion des Western blots erfolgte mit anti-HA Ak. Der rote Pfeil kennzeichnet in Spur 3 die
Sco2p-3HA-spezifische Bande, die schwarzen Pfeile eine unspezifische Bande, die sich auch in
der Kontrolle (Spur 4) andeutet. Mit Hilfe des Cox2p-Ak wurde die spezifische Präzipitation
von Cox2p in Spur 3 und 4 überprüft (nicht gezeigt).
3.4.4 Homomerisierung / Heteromerisierung von Sco1p und Sco2p
Die Untersuchungen mit Hilfe des Two Hybrid Systems ergaben eine potenzielle
Homomerisierung von Sco1p (nicht von Sco2p) sowie eine potenzielle Interaktion
zwischen Sco1p und Sco2p (Kuschel, 1999). Für einen Test auf Homo- bzw.
Heteromerisierung in vitro wurde der C-terminale Proteinteil beider Proteine (für Sco1p:
As 93-295 und für Sco2p: As 99-301) als GST-Fusion an GSH-Sepharose gekoppelt und
mit je 200 µg mt Lysat, das das entsprechende Partnerprotein enthielt, inkubiert.
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Sco1p homomerisiert in vitro.
Sepharose-gekoppeltes GST-Sco1p(C) (2.4.10.1) wurde mit mt Lysat aus Sco1p-3HA
exprimierendem AR2 inkubiert. Der in Abb. 32 dargestellte Western blot zeigt, dass
Sco1p-3HA spezifisch mit der GST-Sco1p(C)-Sepharose (Spur 3), nicht jedoch mit der
GST-Sepharose (Spur 4) assoziiert. Wird die Signalintensität der detektierten Banden in
Spur 3 mit der in Spur 5, in welcher 1/10 des mt Lysats aufgetragen wurde, verglichen,
so fällt wiederum auf, dass nur ein geringer Anteil von Sco1p-3HA an die GST-
Sco1p(C)-Sepharose gebunden hat. Die Spuren 1 und 2 repräsentieren Ansätze, bei
denen mit Hilfe des Cu1+-Chelators BCS die Cu-Abhängigkeit der Interaktion getestet
wurde. Da in beiden Spuren immer noch ein Signal detektiert werden kann, scheint die
Homomerisierung von Sco1p unabhängig von Cu zu erfolgen. Die Verwendung der mit
SCO1-3HA-YEp351 transformierten sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 erlaubt die
Schlussfolgerung, dass die Interaktion von Sco2p unabhängig ist.
Abb. 32: In vitro Homomerisierung von Sco1p
20 µg Sepharose-gekoppeltes GST-Sco1p(C) (Spuren 1-3) bzw. GST (Spur 4) wurden mit 200
µg lysierten Mitochondrien aus AR2 nach Transformation mit SCO1-3HA-YEp351 inkubiert. In
Spur 2 erfolgte die Bindung in Gegenwart von 3 mM BCS, während in Spur 1 das Sepharose-
gekoppelte GST-Sco1p(C) mit 3 mM BCS vorinkubiert wurde. In Spur 5 sind 20 µg des
eingesetzten Mitochondrienlysats aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit dem anti-HA Ak.
Der Austausch der für die Funktion von Sco1p essenziellen Aminosäuren C148, C152 und
H239 gegen andere As beeinträchtigt nicht die Homomerisierung von Sco1p.
In einem weiteren Experiment sollte der Einfluss des Austausches von C148 und C152 im
CXXXC-Motiv bzw. von H239 gegen andere As, der in nichtfunktionellen Sco1p-
Derivaten resultiert, auf die Homomerisierung von Sco1p getestet werden. Dazu wurde
Sepharose-gebundenes GST-Sco1p(C) mit mt Lysat des Stammes AR2 nach
Transformation mit cys1-3HA-YEp351, cys2-3HA-YEp351, cys3-3HA-YEp351 und
H239T-3HA-YEp351 inkubiert. Der in Abb. 33 dargestellte Western blot belegt, dass
keines der Mutantenproteine in seiner Interaktion mit Sco1p gestört ist.
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Abb. 33: In vitro Interaktion von Sco1p(C) mit nicht-funktionellen Sco1p-
Mutantenproteinen
Je 20 µg aus CEN.PK2 isoliertes GST-Sco1p(C) wurde an GSH-Sepharose gekoppelt, der
Bindungstest erfolgte mit 200 µg lysierten Mitochondrien aus AR2 nach Transformation mit
SCO1-3HA-YEp351 (Spur 1), mit cys1-3HA-YEp351 (Spur 2), mit cys2-3HA-YEp351 (Spur
3), mit cys3-3HA-YEp351 (Spur 4) bzw. mit H239T-3HA-YEp351 (Spur 5). cys1-3HA-YEp351
codiert für Sco1p(C148A)-3HA, cys2-3HA-YEp351 für Sco1p(C152A)-3HA, cys3-3HA-
YEp351 für Sco1p(C148A;C152A)-3HA und H239T-3HA-YEp351 für Sco1p(H239T)-3HA.
Der immunchemische Nachweis erfolgte mit HA-spezifischen Ak.
Sco2p homomerisiert in vitro.
Sepharose-gekoppeltes GST-Sco2p(C) (2.4.10.2) wurde mit mt Lysat aus AR2 nach
Transformation mit SCO2-3HA-YEp351(1P) inkubiert. Der in Abb. 34 dargestellte
Western blot demonstriert, dass Sco2p-3HA spezifisch an die GST-Sco2p(C)-Sepharose
(Spur 3), nicht jedoch an die GST-Sepharose (Spur 2) bindet. Da das eingesetzte mt
Lysat kein Sco1p enthielt, kann geschlussfolgert werden, dass die Homomerisierung von
Sco2p unabhängig von Sco1p erfolgt.
Auch wenn die Bindung in Gegenwart von 3 mM BCS erfolgt, ist die Interaktion noch
detektierbar (Spur 4). In Spur 1 wurde zum Vergleich 1/10 des für den Bindungstest
eingesetzten Lysates aufgetragen. Auch bei diesem Test lässt sich nur ein geringer Teil
von Sco2p-3HA Sepharose-assoziiert nachweisen.
Abb. 34: In vitro Homomerisierung von Sco2p
Je 20 µg GST (Spur 2) bzw. GST-Sco2p(C) (Spuren 3 und 4) wurden aus dem E. coli-Stamm
BL21 isoliert und an GSH-Sepharose gekoppelt. Die Inkubation erfolgte mit 200 µg lysierten
Mitochondrien, die aus dem AR2 nach Transformation mit SCO2-3HA-YEp351(1P) präpariert
wurden. Bei dem in Spur 4 aufgetragenen Ansatz fand die Inkubation in Gegenwart von 3 mM
BCS statt. Spur 1 zeigt zum Vergleich 20 µg des eingesetzten Mitochondrienlysates. Die
Detektion erfolgte mit dem HA-Ak.
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Sco1p und Sco2p interagieren in vitro.
Sepharose-gekoppeltes GST-Sco1p(C) (2.4.10.1) wurde mit mt Lysat aus Sco2p-3HA
exprimierendem AR2 inkubiert. Der in Abb. 35 dargestellte Western blot demonstriert,
dass Sco2p-3HA spezifisch mit der GST-Sco1p(C)-Sepharose (Spur 3), nicht aber mit
der GST-Sepharose (Spur 2) assoziiert. Gegen eine Cu-Abhängigkeit der Interaktion
spricht die Detektion eines Signals in Spur 4, in der ein Ansatz aufgetragen wurde, bei
dem die Bindung in Gegenwart von 3 mM BCS stattfand, sowie in Spur 5, bei der die
GST-Sco1p(C)-Sepharose mit 3 mM BCS vorinkubiert wurde. Zudem resultiert der
Austausch von C154 und C158 im CXXXC-Motiv von Sco2p nicht in einer Störung der
Interaktion mit Sco1p (Spur 6).
Abb. 35: In vitro Heteromerisierung von Sco1p und Sco2p
20 µg Sepharose-gekoppeltes GST-Sco1p(C) (Spuren 3-6) bzw. GST (Spur 2) wurden mit 200
µg lysierten Mitochondrien aus AR2 nach Transformation mit SCO2-3HA-YEp351 (Spuren 2-
5) sowie SCO2-cys3-3HA-YEp351 (Spur 6) inkubiert. In Spur 4 erfolgte die Bindung in
Gegenwart von 3 mM BCS, während in Spur 5 das Sepharose-gekoppelte GST-Sco1p(C) mit 3
mM BCS vorinkubiert wurde. In Spur 1 sind 20 µg des eingesetzten Mitochondrienlysats
aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit dem anti-HA Ak. SCO2-cys3-3HA-YEp351 codiert für
Sco2p(C154A;C158A).
Die Homomerisierung von Sco1p und Sco2p sowie die Heteromerisierung beider
Homologer wurden anschließend in Coimmunpräzipitations-Experimenten analysiert, bei
denen mit dem Triple-HA-Epitop bzw. mit GFP getaggte Versionen von Sco1p oder
Sco2p mit den jeweiligen spezifischen Antikörpern präzipitiert wurden. Leider lieferten
diese Experimente keine verlässlichen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt), so dass die
Frage, ob diese Interaktionen in vivo stattfinden, vorerst ungeklärt bleibt.
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3.5 Test auf Thioredoxin-Aktivität von Sco1p und Sco2p
Für die von Chinenov (2000) für Sco1p vorgeschlagene Funktion - nämlich die
Reduktion der Cysteine im CuA-Zentrum von Cox2p - wäre Voraussetzung, dass Sco1p
Thioredoxin-Aktivität aufweist. Um dies nun für Sco1p und auch für Sco2p zu testen,
wurde der C-terminale Teil beider Proteine als GST-Fusion in E. coli exprimiert
(2.3.13.2). Dieser Bereich der Sco-Proteine beinhaltet das CXXXC-Motiv, das als
katalytisches Zentrum fungieren könnte, und weist Thioredoxinfaltung auf (Chinenov,
2000). Nach affinitätschromatografischer Reinigung der Fusionsproteine wurde
Sco1p(C) bzw. Sco2p(C) mittels Thrombin proteolytisch vom GST entfernt (2.4.10.2).
Anschließend erfolgte die Durchführung der unter 2.4.13.1 bzw. 2.4.13.2 beschriebenen
Aktivitätstests.
Abb. 36 A zeigt das Ergebnis des Insulin-Reduktionstests mit DTT (2.4.13.1). Die
katalytische Aktivität des humanen Thioredoxins (Positivkontrolle) resultiert in einer
wesentlich schneller stattfindenden Reduktion von Insulin im Vergleich zur
Negativkontrolle, bei der die Reduktion allein durch DTT bewirkt wird. Jedoch weder
für Sco1p(C) noch für Sco2p(C) konnte eine gegenüber der Negativkontrolle erhöhte
Geschwindigkeit der Insulinreduktion festgestellt werden.
In Abb. 36 B ist das Ergebnis des Insulin-Reduktionstests mit NADPH (2.4.13.2)
grafisch dargestellt. Für diesen Test erfolgte die Reinigungsprozedur von Sco1p(C) und
Sco2p(C) sowohl mit als auch ohne Zugabe von 1 mM DTT, so dass einerseits ein
Protein zur Verfügung stand, dessen Cysteinreste wahrscheinlich oxidiert vorlagen und
andererseits eine reduzierte Version. Auch dieser Test ergab, dass sowohl Sco1p(C) als
auch Sco2p(C) nicht als Disulfid-Reduktase aktiv sind.
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Abb. 36: Test auf Thioredoxin-Aktivität von Sco1p(C) und Sco2p(C)
Das Ergebnis des unter 2.4.13.1 (A.) und des unter 2.4.13.2 (B.) beschriebenen Tests ist grafisch
dargestellt. Sco1p(C): rekombinantes Sco1p(93-295); Sco1p(C)+DTT: rekombinantes, in
Gegenwart von DTT gereinigtes Sco1p(93-295); Sco2p(C): rekombinantes Sco2p(99-301);
Sco2p(C)+DTT: rekombinantes, in Gegenwart von DTT gereinigtes Sco2p(99-301);
hThioredoxin: als Positivkontrolle dienendes humanes Thioredoxin; Negativkontrolle: Ansatz
ohne Thioredoxin bzw. Testprotein
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4 Diskussion
4.1 Sco1p aus S. cerevisiae
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Wirkweise von Sco1p
durchgeführt, die im wesentlichen drei Schwerpunkte umfassten: die Identifizierung
funktionell wichtiger Bereiche bzw. Aminosäuren mit Hilfe verschiedener Mutagenese-
Techniken, die Analyse der Interaktion von Sco1p mit ausgewählten Partnerproteinen
sowie der Aktivitätstest von Sco1p als Disulfid-Reduktase. Durch letzteren sollte einer
der beiden, in der Einleitung vorgestellten Vorschläge zur Funktion von Sco1p
ausgeschlossen werden.
Die Daten der Mutationsanalyse funktionell wichtiger Aminosäuren und die Ergebnisse
der Interaktionsanalyse werden vor dem Hintergrund beider Modelle zur Wirkweise von
Sco1p diskutiert.
4.1.1 Charakterisierung von Sco1p mittels Mutagenese
Verkürzte Sco1p-Derivate
Das kerncodierte Sco1p wird nach seiner Synthese im Cytosol unter Abspaltung einer N-
terminalen Präsequenz von 3-4 kDa in die Mitochondrien importiert (Schulze und Rödel,
1989). Sco1p weist ein singuläres hydrophobes Segment auf, mit dem es die IM
wahrscheinlich in Nin-Cout-Orientierung durchspannt (Krummeck, 1992). Für derartige
Proteine, zu denen auch UE Va der COX und D-Lactat-Dehydrogenase gehören, existiert
die Vorstellung, dass zunächst ihr N-Terminus in die Matrix transportiert wird, die
Translokation der Polypeptidkette dann aber arretiert wird, wenn das hydrophobe
Segment mit Komponenten der IM interagiert (zur Übersicht: Neupert, 1997).
Übereinstimmend mit dieser Vorstellung befindet sich Sco1p nach Deletion des
hydrophoben Segmentes als lösliches Protein in der Matrix (Krummeck, 1992).
Die Prozessierungsstelle ist bei Sco1p nicht bekannt, wurde aber zwischen As 32 und 33
angenommen (vgl. 3.1.3). In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sco1p-Derivat
untersucht, bei dem die N-terminalen 32 As, die typische Charakteristika einer mt
Importsequenz aufweisen, deletiert waren (3.1.3). Überraschenderweise konnte dieses
verkürzte Sco1p bei authentischer Expression in der sco1-Nullmutante GR20
Atmungskompetenz vermitteln, was auf eine mitochondriale Lokalisierung dieses
Proteins hindeutete. Dementsprechend wurde es bei einer Western blot-Analyse in der mt
Fraktion detektiert, wenn auch mit einer im Vergleich zum Wt wesentlich geringeren
Signalintensität (3.1.3). Denkbar wäre, dass in Sco1p neben der vermutlich als
Importsignal fungierenden N-terminalen Präsequenz ein internes oder C-terminales
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Targetingsignal existiert, das allein einen (ineffizienten) Import von Sco1p(∆2-32)
bewirken kann. Es besteht aber auch die Möglichkeit, dass die Präsequenz in diesem
Konstrukt nicht vollständig deletiert wurde. Papadopoulou et al. (1999) bezeichnen die
As 1-40 als Präsequenz von Sco1p - dieser Aussage liegt eine persönliche Mitteilung von
A. Tzagoloff zugrunde. Der Bereich zwischen As 33 und 40 zeichnet sich durch das
Auftreten positiv geladener und die Abwesenheit negativ geladener As aus und weist
damit tatsächlich Charakteristika einer mt Importsequenz auf. In diesem Fall enthielte
Sco1p(∆2-32) noch einen Teil der Präsequenz, der auch für den (ineffizienten) Import
verantwortlich sein könnte.
Für das Vorhandensein eines internen oder C-terminalen Importsignals in Sco1p spricht
jedoch die Beobachtung, dass authentisch exprimiertes Sco1p(C) (As 93-295) ebenfalls
in die Mitochondrien importiert wird (3.1.3). Es kann allerdings nicht ausgeschlossen
werden, dass sowohl bei Sco1p(∆2-32) als auch bei Sco1p(C) statt des vermuteten
zusätzlichen Importsignals die durch die Deletion am N-Terminus beider Proteine
exponierten As als artifizielles Targetingsignal wirken. Bei Sco1p(C) fällt in diesem
Bereich (As 93-113) zwar eine Häufung positiv geladener As auf, da aber auch negativ
geladene As auftreten, ähnelt diese Sequenz zumindest nicht den klassischen
Importsignalen. Übereinstimmend wird durch das MitoProt-Programm (Claros und
Vincens, 1996) keine mitochondriale Lokalisierung von Sco1p(C) vorhergesagt. Anders
verhält es sich bei Sco1p(∆2-32): Der Bereich zwischen As 32 und 60 von Sco1p weist
keine negativ geladene As, jedoch einige positiv geladene As bzw. As mit
Hydroxylresten auf und im Gegensatz zu Sco1p(C) wird ein Import von Sco1p(∆2-32) in
die Mitochondrien durch MitoProt vorhergesagt.
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sowohl Sco1p(∆2-32) als auch Sco1p(C)
ohne die N-terminalen 32 As in die Mitochondrien gelangen und die Daten dafür
sprechen, dass Sco1p über ein (weiteres) Importsignal im Bereich zwischen As 93-295
verfügt. Damit stellt Sco1p neben Cbs1p (Krause-Buchholz et al., 2000), der UE 6 des
bc1-Komplexes (De Labre et al., 1999) und dem Phosphatcarrier aus
Säugermitochondrien (Zara et al., 1992) ein weiteres Beispiel für mt Proteine mit
abspaltbarer Präsequenz dar, die auch ohne diese importiert werden können. Für den
Phosphatcarrier wurde gezeigt, dass dessen Präsequenz die Importeffizienz und 
spezifität erhöht (Zara et al., 1992).
In der Literatur werden interne Importsignale beschrieben für Proteine ohne N-terminale
Präsequenz, wie z.B. das in der IM lokalisierte Bcs1p (Fölsch et al., 1996) oder die im
IMS vorliegende Cytochrom c Hämlyase (Diekert et al., 1999) und auch für Proteine mit
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N-terminaler Präsequenz wie das in die IM integrierte Cytochrom c1 (Arnold et al.,
1998). Für die Matrixproteine Cbs1p und Cbs2p werden zusätzliche interne
Importsignale diskutiert (Krause-Buchholz, 2000; Tzschoppe et al., 2000). Bislang ist
wenig bekannt über die chemische Natur und die Lokalisierung interner Targetingsignale
(Diekert et al., 1999). Brix et al. (1999) haben mit Hilfe des Phosphatcarriers aus S.
cerevisiae gezeigt, dass die Ladung der As keine kritische Determinante interner
Importsignale sein muss.
Nicht auszuschließen ist die Lokalisierung einer Targetinginformation am C-Terminus
von Sco1p, da die zunehmende C-terminale Verkürzung mit einer zunehmenden
Verringerung des steady state-Levels in den Mitochondrien korreliert (3.1.4). Für die
mt DNA-Helicase Hmi1p wurde eine abspaltbare C-terminale Importsequenz
beschrieben (Lee et al., 1999). Im Gegensatz dazu dürfte in Sco1p ein C-terminales
Importsignal nicht abspaltbar sein, da sonst das veränderte Laufverhalten der C-terminal
verkürzten Sco1p-Derivate in der SDS-PAGE, das aus den Deletionen resultiert, nicht zu
beobachten gewesen wäre.
Gegenstand weiterführender Studien zum Import von Sco1p sollte zunächst die exakte
Bestimmung der Prozessierungsstelle sein. Jetzt zur Verfügung stehende Verfahren zur
Proteinsequenzierung benötigen nur sehr geringe Proteinmengen, die z.B. durch Immun-
präzipitation gewonnen werden könnten. Außerdem könnte getestet werden, ob die für
den Import von Sco1p nicht essenzielle abspaltbare Präsequenz hinreichend ist, ein
Reporterprotein in die Mitochondrien zu bringen. Wie für die Cytochrom c Hämlyase
beschrieben (Diekert et al., 1999), könnten in vitro-Importstudien mit Sco1p-Versionen,
in die systematisch Deletionen eingeführt wurden, zur Lokalisierung eines internen oder
C-terminalen Importsignals durchgeführt werden. Eine möglicherweise identifizierte
Kandidatensequenz könnte daraufhin getestet werden, ob sie hinreichend ist, ein
Reporterprotein in die Mitochondrien zu dirigieren.
Die N-terminal verkürzten Proteine Sco1p(∆2-32) und Sco1p(C) weisen eine im
Vergleich zu wt-Sco1p verringerte Konzentration in den Mitochondrien auf (3.1.3).
Neben der Ineffizienz des Imports aufgrund der fehlenden Präsequenz kann auch eine
verminderte Stabilität dieser verkürzten Sco1p-Derivate als Ursache dafür in Betracht
kommen. Würde Sco1p(∆2-32) verstärktem proteolytischen Abbau unterliegen, so
könnte für die Präsequenz auch eine Funktion bei der Stabilisierung des Präcursors
angenommen werden.
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Keines der beiden Proteine konnte in der cytosolischen Fraktion nachgewiesen werden.
Falls die geringe Konzentration beider Proteine in den Mitochondrien aus einer
Ineffizienz des Imports resultiert, müsste angenommen werden, dass die im Cytosol
verbleibenden Moleküle rasch proteolytisch abgebaut werden. Es kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden, dass die Verkürzungen eine intrazelluläre Fehllokalisierung
bewirken und die Proteine z.T. über den sekretorischen Weg ins Medium sezerniert
werden.
Erstaunlicherweise ist Sco1p(C) bei gleichfalls authentischer Expression deutlich stärker
nachweisbar als Sco1p(∆2-32). Offen bleibt jedoch die Frage, ob sich die beiden
verkürzten Versionen in ihrer Importeffizienz oder Stabilität unterscheiden.
Die Aufgabe des C-Terminus von Sco1p könnte ebenfalls darin liegen, Sco1p in einer
stabilen proteaseresistenten Konformation aufrechtzuerhalten, wie es beispielsweise für
den mt ATPase-Inhibitor beschrieben wurde (Ichikawa et al., 1998).
Während für Sco1p(∆2-32) aufgrund seiner Funktionalität geschlussfolgert werden kann,
dass es den richtigen Wirkort in der IM erreicht, kann keine Aussage über die
intramitochondriale Lokalisierung von Sco1p(C) getroffen werden. Bei einer alkalischen
Extraktion mit Natriumcarbonat erwies sich authentisch exprimiertes Sco1p(C) als
unlöslich (3.1.3). Dieser Befund war völlig unerwartet, da Analysen mit TM-
Vorhersageprogrammen (DAS: Cserzo et al., 1997; TMHMM: Sonnhammer et al.,
1998) für die Existenz eines einzigen TM-Segmentes sprechen, das in Sco1p(C) fehlt.
Außerdem resultierten die Deletion (Konstrukt del18) und selbst die Verkürzung
(Konstrukt del6) dieses Segmentes in Sco1p-Derivaten, die sich mit Natriumcarbonat
extrahieren ließen (Krummeck, 1992).
Eine Membranverankerung als Ursache für die Unlöslichkeit von Sco1p(C) erscheint
unwahrscheinlich, vielmehr könnten artifizielle Aggregatbildung oder unspezifische
Assoziation mit Membrankomponenten dafür verantwortlich sein. Im Vergleich zu del18
fehlen Sco1p(C) die N-terminal vom TM-Segment liegenden Sequenzen. Somit könnten
in wt-Sco1p bzw. del18 unzugängliche As in Sco1p(C) freiliegen und unspezifische
Wechselwirkungen eingehen. Für das unlösliche Verhalten von Proteinen nach
Entfernung von (putativen) TM-Segmenten gibt es weitere Beispiele: Die
entsprechenden trunkierten Versionen von Cytochrom c1 (Hase et al., 1987) und Cbs1p
(Krause-Buchholz et al., 2000) erwiesen sich ebenfalls als resistent gegenüber
Natriumcarbonatextraktion.
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Sco1p/Sco2p-chimäre Proteine: Identifizierung funktionell wichtiger Bereiche in Sco1p
Die Konstruktion Sco1p/Sco2p-chimärer Proteine (3.2.4) demonstrierte die Bedeutung
des TM-Segmentes für die Funktion von Sco1p. Es kann nicht durch die entsprechende
Sequenz des homologen Sco2p ersetzt werden und ist damit absolut essenziell für die
Erfüllung der Sco1p-Funktion (Konstrukte hyb7 und hyb9). Sco2p ist ebenfalls ein
integrales Membranprotein (Glerum et al., 1996b) und das TM-Vorhersageprogramm
TMHMM (Sonnhammer et al., 1998) weist die As 82-98, die im Konstrukt hyb9 das
TM-Segment von Sco1p ersetzen, als potenziell membranspannend aus. Somit wird der
Funktionsverlust von hyb9 vermutlich nicht durch fehlende Membranverankerung
verursacht. Vielmehr scheint das TM-Segment von Sco1p neben der
Membranverankerung eine weitere Funktion zu haben, die die Membrandomäne von
Sco2p nicht erfüllen kann. Übereinstimmend damit weisen die TM-Segmente beider
Proteine in ihrer Primärsequenz einige Unterschiede auf (Abb. 16).
Was könnte eine weitere Funktion des TM-Segmentes von Sco1p sein? Eine Möglichkeit
wäre die Vermittlung einer Interaktion mit Membrandomänen anderer Proteine, die dafür
sorgen könnte, dass sich Sco1p am richtigen Wirkort befindet - z.B. im Komplex mit
anderen COX-Assemblierungsfaktoren (die meisten sind ebenfalls IM-Proteine) als
Voraussetzung für eine koordinierte und effiziente Assemblierung der COX. Alternativ
könnte Sco1p über seinen TM-Bereich mit einem Assemblierungsintermediat des COX-
Komplexes in transiente Wechselwirkung treten. Unter der Annahme, dass die
Verankerung von Sco1p in der Membran durch eine derartige Wechselwirkung erfolgen
könnte, werden solche Vorstellungen unterstützt durch den Befund, dass bei
Überexpression von Sco1p ein markanter Anteil neben seiner authentischen IM-
Lokalisierung in löslicher (oder nur locker membranassoziierter) Form vorliegt
(Krummeck, 1992). Bei einer erhöhten Konzentration an Sco1p, wie sie bei
Überexpression auftritt, könnte der Partner, mit dessen Membrandomäne das TM-
Segment von Sco1p interagiert, limitierend sein.
In der Literatur werden zahlreiche Beispiele für intra- und intermolekulare Interaktionen
zwischen TM-Segmenten beschrieben, die verschiedene Aufgaben erfüllen. In S.
cerevisiae z.B. wurde eine Interaktion zwischen TM-Domäne 5 und 6 des α-Faktor-
Rezeptors gezeigt, die für die korrekte Regulation der Signaltransduktion erforderlich ist
(Dube et al., 2000). Für das Hepatitis C Virus wird die Interaktion der TM-Domäne des
Glycoproteins E2 mit dem Glycoprotein E1 als Schlüsselschritt in der Faltung und damit
in der Bildung eines nativen Komplexes von E1 betrachtet (Patel et al., 2001).
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Wechselwirkungen zwischen TM-Segmenten spielen auch eine Rolle bei der Assoziation
der COX-UE II und III mit UE I (Tsukihara et al., 1996).
Überraschend war die Beobachtung, dass der N-terminale Proteinteil von Sco1p durch
den wenig homologen von Sco2p ersetzt werden kann (3.2.4: Konstrukt hyb7).
Allerdings geben die Daten dieser Arbeit keinen sicheren Aufschluss darüber, ob dieser
Teil von Sco1p essenziell für die Funktion ist. Das könnte mit Hilfe eines Konstruktes,
bei dem die As 2-75 deletiert sind, überprüft werden.
Interessanterweise kann der N-terminale Proteinteil nur dann durch die Sco2p-Sequenz
ersetzt werden, wenn der C-terminale Teil vollständig von Sco1p stammt (3.2.4:
Konstrukte hyb10 und hyb11). Das bedeutet, dass außer dem TM-Segment und den 13
folgenden As entweder der restliche C-terminale oder der N-terminale Teil von Sco1p
stammen muss, damit das Protein die Funktion von Sco1p erfüllen kann. Unter der
Annahme, dass der Funktionsverlust von hyb10 bzw. hyb11 nicht durch eine Interferenz
zwischen dem N-terminalen Sco2p-Teil und dem überwiegend auch von Sco2p
stammenden C-terminalen Teil verursacht wird, deutet diese Beobachtung darauf hin,
dass der N-terminale Bereich von Sco1p eine Funktion haben muss. Der Funktionsverlust
der Konstrukte hyb10 und hyb11 demonstriert, dass es neben der Unersetzbarkeit des
TM-Segmentes und der 13 nachfolgenden As noch (eine) andere Ursache(n) dafür geben
muss, dass Sco1p nicht durch Sco2p ersetzen werden kann.
Wie lässt sich erklären, dass sowohl der N-terminale Teil (As 1-75) als auch der
überwiegende C-terminale Bereich (As 106-295) von Sco1p durch die entsprechende
Sco2p-Sequenz ersetzt werden kann, jedoch nicht beide gleichzeitig? Eine Möglichkeit
wäre, dass beide Bereiche von Sco1p an der Vermittlung einer bestimmten Funktion von
Sco1p beteiligt sind. Beispielsweise könnte die Interaktion mit einem Protein über As
sowohl des N-terminalen als auch des C-terminalen Bereiches erfolgen. Sco2p dürfte
keine oder nur eine sehr geringe Affinität zu diesem Protein aufweisen. Diese Interaktion
könnte dann gerade noch aufrechterhalten werden, wenn nur ein Teil von Sco1p stammt
(hyb5 und hyb7), jedoch nicht mehr, wenn kein Teil von Sco1p stammt (Sco2p, hyb10,
hyb11). Außerdem könnten sich Sco1p und Sco2p in ihrer Tertiärstruktur unterscheiden.
Möglicherweise beeinflussen sich bei beiden Proteinen der N-terminale und der C-
terminale Bereich in der Ausbildung dieser Struktur und nur Chimäre mit größeren von
Sco1p stammenden Sequenzbereichen (hyb5 und hyb7) könnten eine Sco1p-ähnliche
Struktur ausbilden und sind deshalb funktionell.
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Sco1p-Punktmutanten
Im C-terminalen Teil aller bekannten Proteine der Sco-Familie fällt das hochkonservierte
CXXXC-Motiv auf (Abb. 2). Dieses Motiv ist für die Bindung von Eisen in
Ferredoxinen bekannt (Bruschi und Guerlesquin, 1988), findet sich aber auch in Cox2p,
wo es an der Koordination des CuA-Zentrums beteiligt ist (Farrar et al., 1995). Sowohl
bei Sco1p als auch bei Cox2p ist das CXXXC-Motiv im IMS exponiert. Aufgrund der
Indizien, die für eine Rolle von Sco1p bei der Insertion von Cu in die COX sprechen,
wurde vermutet, dass das CXXXC-Motiv in Sco1p ebenfalls an der Cu-Bindung beteiligt
ist (Glerum et al., 1996b). Eine Cu-Bindung wäre Voraussetzung für eine Funktion von
Sco1p als Cu-Chaperon. Für die bovine COX wurde gezeigt, dass neben den
Cysteinresten des CXXXC-Motivs (C196, C200) weitere As an der Koordination des CuA-
Zentrums beteiligt sind: H161, E198, H204 und M207 (Tsukihara et al., 1995). Diese sechs
As sind in Cox2p aus S. cerevisiae konserviert und wahrscheinlich auch dort Liganden
der beiden Cu-Ionen des CuA-Zentrums (Speno et al., 1995). Würde Sco1p Cu binden,
wären vermutlich ebenfalls weitere As daran beteiligt - eine Funktion als Cu-Ligand wird
z.B. für das konservierte H239 vorgeschlagen (Mattatall et al., 2000).
Tatsächlich erwies sich H239 ebenso wie C148 und C152 im CXXXC-Motiv als essenziell
für die Funktion von Sco1p (3.1.5); analoge Experimente mit dem zu Sco1p homologen
Protein YpmQ aus Bacillus subtilis bestätigen das Ergebnis (Mattatall et al., 2000).
Essenziell wären diese As aber auch, wenn Sco1p als Disulfid-Reduktase die
Cysteinreste der CuA-Bindungsstelle reduzieren würde. Besonders das aktive Zentrum
von Thiol:Disulfid-Oxidoreduktasen und Peroxiredoxinen zeigt Ähnlichkeit zu dem
Bereich der Sco-Proteine, der das CXXXC-Motiv und eine Häufung hydrophober Reste
umfasst (Chinenov, 2000). Die Cysteinreste im CXXXC-Motiv von Sco1p wären
demnach direkt am katalytischen Mechanismus der Substratreduktion beteiligt, den man
sich in Anlehnung an Chivers und Raines (1997) und Chinenov (2000) wie folgt
vorstellen könnte (Abb. 37): Als initialer Schritt erfolgt die Aktivierung eines
Cysteinrestes (z.B. C148) im aktiven Zentrum durch Ionisierung der Sulfhydrylgruppe, die
anschließend einen nukleophilen Angriff auf die von den zu reduzierenden Cysteinresten
gebildete Disulfidbrücke im Substrat startet. Ein Cysteinrest des Substrates wird
reduziert und der andere bildet eine Disulfidbrücke mit C148. Die Reduktion des
gemischten Disulfidbrückenintermediates wird durch die Attacke des zweiten
Cysteinrestes im aktiven Zentrum (z.B. C152) erreicht; es bildet sich eine intramolekulare
Disulfidbrücke im aktiven Zentrum und das reduzierte Substrat wird freigesetzt. Da die
Disulfid-Reduktase nur in reduzierter Form katalytisch aktiv ist, schließt sich eine
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NADPH-abhängige Reduktion des aktiven Zentrums durch eine Thioredoxin-Reduktase
an.
Abb. 37: Potenzieller Reaktionsmechanismus von Sco1p als Disulfid-Reduktase
(verändert nach Chivers und Raines, 1997) C148 und C152 sind die Cysteinreste im potenziellen
katalytischen Zentrum CXXXC von Sco1p. Das Substrat könnte Cox2p sein.
Was wäre die Funktion des H239? Für das Peroxiredoxin HBP23 (aus der Ratte) wird
angenommen, dass durch die Interaktion von R119, E28 und D137 (die As-Positionen
beziehen sich auf das Alignment von Chinenov, 2000) ein Cl--Ion in die Nähe des C25 im
aktiven Zentrum gebracht wird. Es wird vermutet, dass das Cl--Ion an der initialen
Aktivierung von C25 sowie an der Stabilisierung des entstehenden reaktiven Thiolat-
Intermediates beteiligt ist (Hirotsu et al., 1999). Das Alignment von Chinenov (2000)
zeigt, dass R119 zwar nicht bei den Sco-Proteinen konserviert ist, aber sich in
unmittelbarer Nähe das hochkonservierte H117 befindet (für Sco1p aus S. cerevisiae:
H239). Diese Beobachtung impliziert für H239 eine Beteiligung an der initialen
Aktivierung des katalytischen Zentrums (Chinenov, 2000).
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Eine der beiden anderen an der Koordination des Cl--Ions beteiligten As ist E28 (die As-
Position bezieht sich auf das Alignment von Chinenov, 2000), das auch bei den Sco-
Proteinen gut konserviert ist und sich in unmittelbarer Nähe des CXXXC-Motivs
befindet (Chinenov, 2000). Interessanterweise ist diese As von einer missense-
Mutation in einem Allel des hSCO2-Gens bei Patienten betroffen, die im zweiten Allel
eine weitere missense- oder nonsense-Mutation tragen und an mit COX-Defizienz
einhergehender hypertropher Cardiomyopathie leiden (Papadopoulou et al., 1999; Jaksch
et al., 2000). Diese Mutation resultiert im Austausch des negativ geladenen E140 in
hSco2p gegen positiv geladenes K. Die Einführung der Mutation in Sco1p aus S.
cerevisiae (Sco1p[E155K]) führte unerwarteterweise zu keinem Funktionsverlust (3.1.5),
was unabhängige Daten von Dickinson et al. (2000) bestätigen.
Würde Sco1p als Disulfid-Reduktase agieren, so müsste deshalb ein anderer
Mechanismus zur Aktivierung des katalytischen Zentrums angenommen werden. Das
wäre denkbar, da es Peroxiredoxine gibt, bei denen die Aktivierung anders als für HBP23
beschrieben erfolgt (z.B. hORF6: Hirotsu et al., 1999).
Schwieriger ist es, den durch diese Mutation bedingten Phänotyp in S. cerevisiae mit der
Annahme, dass das CXXXC-Motiv von Sco1p an der Bindung von Cu beteiligt ist, in
Einklang zu bringen. Es wurde vermutet, dass eine Ladungsänderung in der Nähe dieser
funktionell wichtigen Domäne einen negativen Einfluss auf deren Cu-
Bindungseigenschaften hat (Papadopoulou et al., 1999). Das würde zumindest für S.
cerevisiae nicht zutreffen.
Wie lassen sich die unterschiedlichen Auswirkungen dieser Mutation in H. sapiens und
S. cerevisiae erklären? Möglicherweise resultiert der As-Austausch in einem in seiner
Struktur und damit auch in seiner Funktion veränderten Sco-Protein - diese Veränderung
kann aber in S. cerevisiae besser als in humanen Zellen toleriert werden. Obwohl die
Mechanismen der Cu-Homeostasis, soweit bekannt, zwischen S. cerevisiae und H.
sapiens weitgehend konserviert sind (vgl. Einleitung), ist das Geschehen in humanen
Zellen als Teil eines vielzelligen Organismus vermutlich viel komplexer. Dickinson et al.
(2000) schlagen vor, dass im humanen mt Cu-Metabolismus im Vergleich zu S.
cerevisiae mindestens eine weitere Komponente existieren könnte, die mit hSco2p
interagiert.
Bei Patienten, die für die im Austausch des konservierten E140 gegen K resultierenden
Mutation in hSCO2 homozygot sind, setzen die Symptome der Cardiomyopathie im
Vergleich zu den bereits beschriebenen heterozygoten Patienten später ein, außerdem ist
der Krankheitsverlauf weniger progressiv (Jaksch et al., in press). Diese Beobachtung
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spricht dafür, dass die Mutation auch in hSco2p keinen kompletten Funktionsverlust
verursacht.
Die Einführung einer weiteren in hSCO2 identifizierten Mutation (Papadopoulou et al.,
1999) in Sco1p aus S. cerevisiae resultierte im Austausch des konservierten S240 direkt
neben dem essenziellen H239 gegen Phenylalanin. Sco1p(S240F) bewirkte bei
authentischer Expression in GR20 stark reduziertes, verzögertes Wachstum der
Transformanden auf nicht-vergärbarem Medium (3.1.5). Sehr interessant im Hinblick auf
eine medizinische Therapie ist der Befund, dass eine Cu-Supplementation zu fast wt-
gleichem Wachstum der Transformanden führte. Die Variation des Phänotyps in
Abhängigkeit von der Cu-Konzentration könnte auch die Ursache dafür sein, dass
Dickinson et al. (2000) im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit bei single copy Expression
des Mutantenallels in einer S. cerevisiae sco1-Mutante kein Wachstum der
entsprechenden Transformanden auf nicht-vergärbarem Medium beobachteten.
Möglicherweise ist dies auf einen niedrigeren Cu-Gehalt des verwendeten Mediums
zurückzuführen.
In der vorliegenden Arbeit konnte in den Sco1p(S240F) exprimierenden Transformanden
ein reduzierter Gehalt an Cox1p und Cox2p beobachtet werden (3.1.5). Dabei ist
allerdings anzumerken, dass die verwendeten Cox1p- und Cox2p-spezifischen Ak sehr
unterschiedliche Affinitäten zu ihren Antigenen aufwiesen. Bei dem in Abb. 13
dargestellten Western blot befand sich der Nachweis mit Hilfe des Cox2p-Ak im
Sättigungsbereich, so dass das tatsächliche Verhältnis von Cox2p im Wt und in der
Sco1p(S240F) exprimierenden Transformande nicht korrekt widergespiegelt wird.
Deutlich erkennbar ist jedoch die stark verringerte Konzentration an Cox1p in
Sco1p(S240F) exprimierendem GR20. Im Gegensatz dazu plädieren Dickinson et al.
(2000) aufgrund ihrer Daten für einen selektiven Abbau von Cox2p. Die Experimente
beider Arbeiten unterschieden sich darin, dass Dickinson et al. (2000) das Mutantenallel
in einem Stamm untersucht haben, in dem der SCO1-ORF durch Einsetzen eines
Markergens in die SphI-Schnittstelle unterbrochen wurde. Somit könnte im Hintergrund
von Sco1p(S240F) ein Protein mit As 1-215 von Sco1p vorliegen, dessen Aktivität für
die Stabilisierung von Cox1p verantwortlich sein könnte. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Mutantenallel dagegen in einem Stamm getestet, in dem der SCO1-ORF
vollständig entfernt wurde. Untersuchungen mit Mutantenstämmen, in denen das
betreffende Gen komplett deletiert wurde, liefern die zuverlässigeren Daten, da bei einer
Disruption eines ORFs nie ausgeschlossen werden kann, dass ein möglicherweise
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synthetisiertes verkürztes Protein Teilaktivität besitzt. Aus diesem Grunde kommen auch
bei der systematischen funktionellen Analyse des Genoms von S. cerevisiae
ausschließlich Deletionsstämme zur Anwendung.
Was könnte die Ursache für die Pathogenität des Austausches von S240 gegen F sein?
Eine plausible Erklärung wäre, dass das hydrophobe, eine voluminöse aromatische
Seitenkette tragende Phenylalanin anstelle von Serin mit seiner relativ kleinen polaren
Seitenkette die Funktion des benachbarten essenziellen H239 stört. Es könnte z.B. die
Struktur in diesem Bereich verändert werden oder die Zugänglichkeit von H239 behindert
sein.
Einfluss von Cu auf die Funktion verschiedener Mutantenproteine
Wie im vorangegangenen Abschnitt erwähnt, zeigten Sco1p(S240F) exprimierende
GR20-Transformanden nach Zugabe von CuSO4 zum Glycerolmedium deutlich besseres
Wachstum (3.1.5). Eine solche Cu-Abhängigkeit war außerdem bei einem
Sco1p/hSco1p-Chimären zu beobachten, in das die im hSCO1 identifizierte
Punktmutation eingeführt wurde (Konstrukt K2L: Paret et al., 2000). Diese Mutation
bewirkt den Austausch des hochkonservierten P direkt C-terminal des CXXXC-Motivs
(im hSco1p: P174) gegen L (Valnot et al., 2000a). Weiterhin führte die Überexpression
des sco1-1-Allels (3.1.2) nur bei Zugabe von CuSO4 zu wt-gleichem Wachstum der
Transformanden auf Glycerol. Schließlich vermittelten das Sco1p/Sco2p-Chimäre hyb4
und die drei in jeweils einer As-Position an die Sco1p-Sequenz angepassten hyb4-
Derivate (D, E und F) ein deutlich besseres Wachstum in Gegenwart einer erhöhten Cu-
Konzentration im Medium (3.2.4). Chimär hyb4, dessen Übergang von der Sco1p- zur
Sco2p-Sequenz sich zwei As C-terminal vom TM-Segment befindet, zeigt bei gleicher
Expression eine gegenüber wt-Sco1p und den anderen Sco1p/Sco2p-Chimären
verringerte Konzentration, die auf verstärkten Abbau resultierend aus einer veränderten
Struktur zurückzuführen sein könnte. Diese Strukturänderung könnte außerdem den
Funktionsverlust von hyb4 bedingen. Offensichtlich ist der sich C-terminal an das TM-
Segment anschließende Bereich kritisch für die Funktion von Sco1p.
Bei einer drastisch erhöhten Cu-Konzentration im Medium sollte die Cu-Aufnahme
durch die high affinity Transporter Ctr1p/Ctr3p reprimiert sein. In S. cerevisiae
existiert aber zusätzlich ein von CTR2 codierter low affinity Cu-Transporter, der nicht
durch erhöhte Cu-Konzentrationen reprimiert wird (Kampfenkel et al., 1995). Außerdem
fungiert z.B. die Fe2+-Permease Fet4p als low affinity Cu-Transporter (Hassett et al.,
2000). Somit gelangt bei einer sehr hohen extrazellulären Cu-Konzentration vermutlich
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so viel Cu in die Zelle, dass die Cu-Chaperone - z.B. Cox17p - trotz der verstärkten
Expression von sequestrierenden Molekülen wie Metallothioninen einen leichteren
Zugang zu Cu haben als unter Bedingungen, unter denen keine Cu-Supplementation
erfolgt. Denkbar wäre, dass Cox17p eine Cu-Bindungskapazität besitzt, die
normalerweise nicht abgesättigt ist, so dass es unter Bedingungen einer erhöhten Cu-
Konzentration im Medium mehr Cu bindet und in die Mitochondrien transportiert.
Wie könnte eine erhöhte Cu-Konzentration die Beeinträchtigung der Funktion der
erwähnten Mutantenproteine ausgleichen? Würde Sco1p Cu binden, so könnten diese
Derivate eine im Vergleich zu wt-Sco1p erniedrigte Affinität zu Cu aufweisen, was
durch ein erhöhtes Cu-Angebot ausgeglichen werden könnte. Möglicherweise ist die
Interaktion dieser Proteine mit Cox17p beeinträchtigt, was wiederum durch eine erhöhte
Konzentration an Cu-beladenem Cox17p teilweise ausgeglichen werden könnte. Bei
Sco1p(S240F) und bei K2L sind unmittel-bar neben potenziellen Cu-Liganden liegende
As betroffen, so dass eine verminderte Affinität zu Cu gut vorstellbar ist. Das sco1-1-
Allel trägt neben der nonsense-Mutation eine missense-Mutation, die in einem
Austausch des in der Nähe des CXXXC-Motivs gelegenen G160 gegen V resultiert.
Allerdings kann der Effekt dieser Mutation schlecht eingeschätzt werden, da unklar ist,
inwieweit die stark verringerte Anzahl an Sco1p-Molekülen der richtigen Größe (die
lediglich durch Überlesen des vorzeitigen Stoppcodons entstehen können  vgl. 3.1.2)
oder auch die unbekannte As-Sequenz an der Position dieses Stoppcodons den Phänotyp
bedingen. Deshalb wäre es sinnvoll, ein sco1-Mutantenallel, das ausschließlich die im
Austausch von G160 gegen V resultierende Mutation trägt, herzustellen und zu
analysieren. Es wäre aber möglich, dass G160V ebenfalls die Cu-Bindung beeinflusst.
Änderungen der Struktur, verursacht durch den Übergang von der Sco1p- zur Sco2p-
Sequenz in der Region, die das TM-Segment unmittelbar C-terminal flankiert (hyb4,
hyb4-D, hyb4-E und hyb4-F), könnten sich ebenfalls auf die Cu-Bindungseigenschaften
auswirken. Eine andere Möglichkeit wäre, dass diese Region an der Interaktion mit
Cox17p beteiligt ist.
Wäre die Reduktion der Cysteinreste des CuA-Zentrums die Aufgabe von Sco1p, so
könnten diese Mutationen eine verminderte katalytische Aktivität verursachen, die durch
teilweise spontane Inkorporation von Cu aufgrund der erhöhten Cu-Konzentration
aufgehoben wird.
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4.1.2 Protein-Interaktionen des Sco1p
Interaktion mit Cox17p
Würde Sco1p als Cu-Chaperon agieren und Cu von Cox17p übernehmen, wäre eine
transiente Interaktion beider Proteine als Voraussetzung für einen Cu-Transfer zu
erwarten. Anderseits könnte diese Interaktion auch stattfinden, wenn Cu direkt von
Cox17p auf das CuA-Zentrum übertragen und Sco1p als Disulfid-Reduktase fungieren
würde. In diesem Fall würde sie einer Koordination der Reduktion der Cysteinreste im
CuA-Zentrum mit der Cu-Insertion dienen (Chinenov, 2000).
Genetische Daten, nach denen eine cox17-Mutante durch Überexpression von Sco1p
funktionell komplementiert werden kann (Glerum et al., 1996b), deuten auf eine
Interaktion beider Proteine hin. Außerdem sprechen unter Verwendung des Two-Hybrid-
Systems durchgeführte Untersuchungen für eine physikalische Interaktion von Sco1p(93-
295) mit Cox17p (Kuschel, 1999). Ergebnisse einer genomweiten Two-Hybrid-Analyse
aller Proteine aus S. cerevisiae, bei der komplette Proteine getestet wurden, bestätigen
diesen Befund (Uetz et al., 2000).
In der vorliegenden Arbeit konnte im in vitro-Bindungstest ebenfalls eine sehr schwache
Interaktion beider Proteine gezeigt werden (3.4.1). Ein störender Einfluss des HA-tags
von Sco1p als Ursache für die schwache Nachweisbarkeit der Interaktion kann
ausgeschlossen werden, da Bindungstests mit wt-Sco1p zum gleichen Ergebnis führten
(Daten nicht gezeigt). Nach Abschluss dieser Experimente wurden Daten veröffentlicht
(Heaton et al., 2001), die jedoch Begründungen für die geringe Intensität der
nachgewiesenen Signale liefern könnten:
(a) Es wurde gezeigt, dass Cox17p in einem Dimer/Tetramer-Gleichgewicht vorliegt. Da
das für den in vitro-Bindungstest eingesetzte Fusionsprotein GST-Cox17p die cox17-
Nullmutante AR3 zu - wenn auch leicht eingeschränktem - Wachstum auf
Glycerolmedium befähigt (Daten nicht gezeigt), scheint entweder der GST-Anteil die
Bildung der möglicherweise für die Interaktion mit Sco1p wichtigen oligomeren
Komplexe (Heaton et al., 2001) nicht wesentlich zu beeinträchtigen oder aber die
Oligomerisierung nicht essenziell zu sein. Im ersten Fall könnte jedoch die
Immobilisierung von GST-Cox17p an Sepharose mit der Bildung von Dimeren/
Tetrameren interferieren und somit möglicherweise eine Interaktion mit Sco1p
einschränken.
Sepharose-gekoppeltes GST-Cox17p wurde mit mt Lysat inkubiert, das neben über-
exprimiertem Sco1p auch wt-Cox17p enthielt. Es ist denkbar, dass die nachgewiesene
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Interaktion zwischen GST-Cox17p und Sco1p aufgrund der Cox17p-Oligomer-Bildung
indirekt über wt-Cox17p erfolgte.
(b) Ein interessanter Befund von Heaton et al. (2001) betrifft die Cu-
Bindungseigenschaften von Cox17p: Die von den Autoren bestimmte Stöchiometrie von
drei Cu1+-Ionen pro Monomer steht im Widerspruch zu früheren Daten, die für die
Bindung von zwei Cu1+-Ionen pro Cox17p-Molekül sprechen (Srinivasan et al., 1998).
Der Unterschied zwischen beiden Experimenten besteht in der Reinigung von Cox17p
für die Cu-Analyse. Während Heaton et al. (2001) ungetaggtes Cox17p in E. coli
überexprimierten und anschließend daraus isolierten, analysierten Srinivasan et al. (1998)
Cox17p, das als GST-Fusion in E. coli exprimiert und nach der Reinigung proteolytisch
vom GST-Teil abgetrennt wurde. Neben der abweichenden Stöchiometrie wurden
außerdem Unterschiede in den biophysikalischen Eigenschaften der Poly-Cu-Cluster
von ungetaggtem Cox17p und von dem als GST-Fusion gereinigten Cox17p festgestellt
(Heaton et al., 2001). Es ist bekannt, dass GST Dimere bildet (Tudyka und Skerra, 1997).
Heaton et al. (2001) vermuten die Ursache für das artifizielle Poly-Cu-Cluster in GST-
Cox17p in der Ausbildung von GST-Cox17p-Dimeren aufgrund einer Interaktion
zwischen den GST-Anteilen, die zu einer nicht-nativen Konformation von Cu-Cox17p
führen könnte, die sogar nach Entfernung des GST-Teils erhalten bleibt.
Für das in der vorliegenden Arbeit aus S. cerevisiae gereinigte GST-Cox17p kann also
vermutet werden, dass es im Vergleich zu wt-Cox17p weniger Cu bindet. Wenn Sco1p
Cu von Cox17p übernähme, wäre vorstellbar, dass eine Interaktion von Sco1p nur mit
Cu-beladenem Cox17p erfolgt. Somit besteht die Möglichkeit, dass die Mehrzahl der
Cox17p-Moleküle nicht in Interaktions-kompetenter Form vorliegt. Außerdem könnte
die durch die Dimerisierung der GST-Anteile möglicherweise verursachte nicht-native
Konformation von Cu-Cox17p eine Interaktion mit Sco1p zusätzlich erschweren.
Für das humane Cu-Chaperon Hah1p wurde eine Cu-abhängige Interaktion mit WND
bzw. MNK gezeigt: so sind einerseits As von Hah1p, die an der Cu-Bindung beteiligt
sind, für die Interaktion mit WND essenziell und andererseits wird die Interaktion mit
MNK durch den Cu1+-Chelator BCS verhindert (Hamza et al., 1999). Auch die
Interaktion zwischen Atx1p und Ccc2p aus S. cerevisiae erfolgt Cu-abhängig (Pufahl et
al., 1997). Im Gegensatz dazu scheint CCS, das Cu-Chaperon von SOD1, sowohl in S.
cerevisiae als auch in H. sapiens Cu-unabhängig mit seinem Zielprotein zu interagieren
(Casareno et al., 1998; Lamb et al., 2000).
Eine mögliche Cu-Abhängigkeit der Interaktion von Sco1p mit Cox17p wurde getestet,
indem die Bindung in Gegenwart des Cu1+-Chelators BCS durchgeführt wurde.
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Außerdem wurden Sco1-Mutantenproteine eingesetzt, bei denen potenzielle Cu-
Liganden (C148, C152, H239) gegen andere As ausgetauscht wurden. Tatsächlich konnte
dabei eine Abschwächung der Interaktion festgestellt werden. Bei den genannten
Beispielen für Cu-abhängige Interaktionen war unter diesen Bedingungen aber ein totaler
Verlust der Interaktion zu beobachten. Jedoch ist, wie bereits erwähnt, die in vitro-
Interaktion zwischen Sco1p und Cox17p möglicherweise bereits durch den Cu-Status
von GST-Cox17p beeinträchtigt, so dass der Effekt von BCS und den Mutationen
normalerweise wesentlich stärker ausfallen könnte. In diesem Fall könnte von einer Cu-
Abhängigkeit der Interaktion gesprochen werden.
Die Daten dieser Arbeit deuten auf eine Interaktion beider Proteine hin. Künftige
Experimente sollten den möglicherweise negativen Effekt von GST ausschließen. Dazu
könnte ein in vitro-Bindungstest durchgeführt werden, bei dem Sepharose-gekoppeltes
GST-Sco1p mit Cox17p, das in vitro translatiert und anschließend mit Cu beladen wurde,
inkubiert wird.
Interaktion mit Cox2p
Eine (transiente) Interaktion von Sco1p mit Cox2p, das das CuA-Zentrum trägt, war für
beide Modelle zur Funktion von Sco1p zu erwarten. Sowohl für Cu-Chaperone (z.B.
Casareno et al., 1998; Hamza et al., 1999) als auch für Thioredoxine (z.B. Mora-Garcia
et al., 1998; Yamanaka et al., 2000) wurde eine Interaktion mit ihrem
Zielprotein/Substrat gezeigt. Die experimentellen Daten dieser Arbeit sprechen eindeutig
für eine Interaktion von Sco1p mit Cox2p (3.4.3), die im Vergleich zur Interaktion mit
Cox17p wesentlich besser nachweisbar ist. Trotzdem fällt auf, dass sowohl im in vitro-
Bindungstest als auch in der Coimmunpräzipitation nur ein geringer Prozentsatz des
jeweiligen Partnerproteins mit dem Testprotein assoziiert vorliegt, was mit einer
transienten Wechselwirkung begründet werden könnte. Für Hah1p wurde abgeschätzt,
dass nur etwa 3-5 % mit Antikörpern gegen MNK bzw. WND copräzipitiert werden
(Hamza et al., 1999). Die Autoren sehen den Grund dafür ebenfalls in einer transienten,
schnell ablaufenden Interaktion. Außerdem ist zu erwarten, dass ausschließlich Cu-freies
Cox2p, was vermutlich nur einen geringen Anteil der gesamten Cox2p-Moleküle
ausmacht, mit Sco1p interagiert. Vorstellbar wäre, dass die Bindung von Cu an Cox2p
eine Konformationsänderung hervorruft, die dazu führt, dass sich Cox2p nach der
Bindung von Cu von Sco1p löst und keine erneute Wechselwirkung mit Sco1p eingeht.
Es gibt zahlreiche Beispiele dafür, dass die Bindung von Cu an ein Protein eine
allosterische Konformationsänderung hervorruft, die die biologische Funktion des
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Proteins beeinflusst. So ist die Repression der DNA-Bindung sowie der
transaktivierenden Funktion von Mac1p bei erhöhten Cu-Konzentrationen auf Cu-
induzierte Konformationsänderungen des Proteins zurückzuführen (Jensen und Winge,
1998). Für CCS aus S. cerevisiae wird diskutiert, dass die Dissoziation von seinem
Zielprotein SOD1 durch Cu-induzierte allosterische Änderungen erleichtert wird
(Schmidt et al., 1999).
Der in vitro-Bindungstest in Gegenwart des Cu1+-Chelators BCS resultierte nicht in einer
kompletten Verhinderung der Interaktion, so dass nicht von einer Cu-abhängigen
Interaktion gesprochen werden kann. Übereinstimmend zeigen die möglicherweise in
ihrer Cu-Bindung beeinträchtigten Proteine Sco1p(C148A), Sco1p(C152A),
Sco1p(C148A,C152A) und Sco1p(H239T) in ihrer Interaktion mit Cox2p keinen
Unterschied zu wt-Sco1p.
Für Cox2p konnte die Interaktion auf den C-terminalen Proteinteil eingeschränkt werden,
bei Sco1p jedoch ist die Situation weniger eindeutig. Zwar interagiert der C-terminale
Teil (As 93-295) als GST-Fusionsprotein mit wt-Cox2p, aber im inversen Experiment,
bei dem GST-Cox2p(C)-Sepharose mit Sco1p(C) enthaltendem mt Lysat inkubiert
wurde, konnte keine Interaktion nachgewiesen werden (3.4.3). Wie bereits diskutiert,
könnte das auf eine veränderte Struktur von Sco1p(C) zurückzuführen sein. Somit wäre
zu vermuten, dass im Fall von GST-Sco1p(C) die sich unmittelbar N-terminal
anschließenden As des GST den C-terminalen Bereich von Sco1p in seiner nativen
Konformation halten. Trotz dieses Ergebnisses erscheint es wahrscheinlich, dass der im
IMS exponierte Anteil von Sco1p mit Cox2p interagiert.
Homomerisierung
Untersuchungen mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems deuteten auf eine Homomerisierung
von Sco1p hin (Kuschel, 1999)  das konnte in dieser Arbeit im in vitro-Bindungstest
bestätigt werden (3.4.4). Eine Dimerisierung wurde z.B. für das humane Thioredoxin
beschrieben (Weichsel et al., 1996). Da Thioredoxine als Monomere katalytisch aktiv
und ein Substrat der Thioredoxin-Reduktase sind, schlagen die Autoren eine
regulatorische Funktion des Dimers vor. Auch für das Cu-Chaperon CCS aus S.
cerevisiae wird die Bildung von Dimeren mit seiner zu SOD1 homologen Domäne II
beschrieben (Lamb et al., 1999), allerdings wird der Gehalt an CCS-Dimeren in der Zelle
als relativ gering vermutet (Schmidt et al., 1999). Die Homodimerisierung tritt in vitro
verstärkt zwischen Cu-gebundenen Monomeren auf (Schmidt et al., 1999). Bei den
genannten Beispielen scheint es sich also nicht um stabile Komplexe zu handeln, sondern
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vielmehr um transiente Assoziationen, die Teil des (Reaktions)mechanismus sind. Das
wäre auch für Sco1p vorstellbar, da die im in vitro-Bindungstest detektierten Signale eine
geringe Intensität aufwiesen. Leider erlaubten die nicht eindeutigen Ergebnisse einer
Coimmunpräzipitation keine Aussage über das Vorliegen von Sco1p-Homomeren in vivo
(Daten nicht gezeigt). Der in vitro-Bindungstest in Gegenwart von BCS bzw. unter
Verwendung der potenziell in der Cu-Bindung gestörten Mutantenproteine lieferte
keinen Hinweis auf eine Cu-abhängige Homomerisierung von Sco1p.
4.1.3 Sco1p ist keine Disulfid-Reduktase
Die reduzierende Aktivität von Thioredoxinen (Trx) oder Trx-Domänen kann unter
Verwendung des unspezifischen Substrates Insulin getestet werden (2.4.13). Häufig
werden dazu diese Proteine, oder auch nur deren Trx-Domäne, heterolog in E. coli
exprimiert und anschließend gereinigt (z.B. TlpA aus Bradyrhizobium japonicum:
Loferer und Hennecke, 1994; Trx2 aus der Ratte: Spyrou et al., 1997 und humanes
TMX: Matsuo et al., 2001).
Bei Sco1p zeigt nur die C-terminale Hälfte (As 129-273) Thioredoxinfaltung (Chinenov,
2000), dieser Bereich ist vollständig in dem in E. coli exprimierten GST-Sco1p(C) (As
93-295) enthalten. Nach affinitätschromatischer Reinigung von GST-Sco1p(C) wurde
GST proteolytisch entfernt und Sco1p(C) im Trx-Aktivitätstest eingesetzt. Sco1p(C)
erwies sich nicht als Disulfid-Reduktase (3.5). Obwohl nicht ausgeschlossen werden
kann, dass der negative Befund durch das Vorliegen von Sco1p(C) in einer nicht-nativen
Konformation resultierend aus der heterologen Expression in E. coli, durch die
Unspezifität des Substrates oder durch die verkürzte Sco1p-Version verursacht wurde,
spricht dieses Ergebnis eher dafür, dass Sco1p nicht als Disulfid-Reduktase, sondern als
Cu-Chaperon agiert. Die Durchführung des Trx-Aktivitätstestes mit Sco2p aus S.
cerevisiae (3.5) sowie mit den humanen Sco-Proteinen (C. Paret, persönliche Mitteilung)
führte zum gleichen Ergebnis.
Für eine Funktion von Sco1p als Cu-Chaperon sprechen auch jüngste Befunde, nach
denen Sco1p aus S. cerevisiae eine Cu-Bindung in einer 1:1-Stöchiometrie aufweist (T.
Nittis und D. Winge, persönliche Mitteilung). Außerdem gelang es, eine Cu-Bindung an
hSco1p und hSco2p zu zeigen (C. Paret, persönliche Mitteilung). In allen Fällen wurde
ebenfalls der in E. coli heterolog exprimierte, lösliche C-terminale Teil des
entsprechenden Sco-Proteins für die Analyse eingesetzt.
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Es stellt sich nun die Frage, ob ein anderes Protein die von Chinenov (2000) für Sco1p
vorgeschlagene Funktion übernimmt, oder ob die Cysteine im CuA-Zentrum bereits
reduziert vorliegen. Für Bakterien ist bekannt, dass die Biogenese von Cytochromen im
Periplasma Proteine mit Trx-Aktivität erfordert (z.B cycX aus B. japonicum: Ramseier et
al., 1991; helX aus R. capsulatus: Beckman und Kranz, 1993), da die Cysteinreste der
Hämbindungsstelle vor der Hämanheftung reduziert werden müssen. Außerdem wird für
das Membranprotein TlpA aus B. japonicum vorgeschlagen, dass es mit seiner im
Periplasma exponierten Trx-Domäne die Reduktion der Cysteinreste im CuA-Zentrum
von UE Cox2p der aa3-COX als Voraussetzung für die Cu-Bindung katalysiert (Loferer
et al., 1995). Diese Notwendigkeit besteht, da im Periplasma oxidierende Bedingungen
herrschen (Fabianek et al., 2000). Dagegen sind im reduzierenden Milieu des Cytosols
Disulfide selten. An der Aufrechterhaltung des geringen Redox-Potenzials ist das Trx-
System und Glutathion, welches durch NADPH und Glutathion-Reduktase im
reduzierten Zustand gehalten wird, beteiligt (zur Übersicht: Arnér und Holmgren, 2000).
Da die äußere mt Membran keine Barriere für kleine Moleküle wie z.B. Glutathion
darstellt, wäre denkbar, dass im IMS der Mitochondrien vergleichbare Redox-
Bedingungen wie im Cytosol herrschen. Damit wäre die Situation im IMS nicht mit der
im Periplasma von Bakterien zu vergleichen. Zudem existieren keine Hinweise, die für
eine Beteiligung von Disulfid-Reduktasen an der Biosynthese der Cytochrome der mt
Atmungskette sprechen. Obwohl die genaue Wirkweise der für die Hämanheftung an
Cytochrom c und c1 verantwortlichen Hämlyasen bislang ungeklärt ist, deutet nichts auf
eine Funktion als Disulfid-Reduktasen hin.
4.2 Sco2p aus S. cerevisiae
Die Rolle des homologen, ebenfalls in den Mitochondrien lokalisierten Sco2p im mt Cu-
Metabolismus ist unklar, da ein Ausfall von Sco2p nicht zu einem Atmungsdefekt führt
(Glerum et al., 1996b; diese Arbeit). Die Untersuchungen zu Sco2p im Rahmen dieser
Arbeit dienten einer Charakterisierung des Proteins.
SCO1 kann selbst bei erhöhten Cu-Konzentrationen im Medium nicht durch
Überexpression von SCO2 ersetzt werden (Glerum et al., 1996b; diese Arbeit). Jedoch
hat die Konstruktion von SCO1/SCO2-Chimären gezeigt, dass entweder der N-terminale
Bereich (As 1-75) oder der überwiegende Teil des C-terminalen Bereiches (As 106-295)
von Sco1p durch die entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt werden kann (3.2.4). Somit
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überrascht es nicht, dass sich Sco2p in den verschiedenen in vitro-Tests wie Sco1p
verhielt - was jedoch nicht zwangsläufig Schlüsse auf die Situation in vivo zulässt:
(a) Sco2p(C) weist keine Thioredoxin-Aktivität auf (3.5).
(b) Sco2p kann in vitro in einer zu Sco1p vergleichbaren Intensität mit dem C-terminalen
Bereich von Cox2p (As 108-351) interagieren, und zwar unabhängig von Sco1p (3.4.3).
(c) Sco2p interagiert in vitro mit Cox17p ebenfalls vergleichbar zu Sco1p, auch diese
Interaktion erfolgt unabhängig von Sco1p (3.4.1). Für die geringe Intensität der
detektierten Signale können die unter 4.1.2 für die Interaktion von Sco1p mit Cox17p
diskutierten Gründe in Betracht gezogen werden.
Genetische Daten, nach denen die Überexpression von SCO2 cox17-Mutationen partiell
supprimiert, lieferten Hinweise auf eine Interaktion zwischen Sco2p und Cox17p
(Glerum et al., 1996b). Die bereits erwähnten unabhängigen Untersuchungen mit Hilfe
des Two-Hybrid-Systems ergaben jedoch unterschiedliche Befunde: während im Rahmen
der genomweiten Analyse eine Interaktion von Sco2p mit Cox17p identifiziert wurde
(Uetz et al., 2000), konnte dies in unserer Arbeitsgruppe weder für Sco2p noch für
Sco2p(C) bestätigt werden (Kuschel, 1999). Möglicherweise ist diese Diskrepanz auf die
Beteiligung mindestens eines weiteren Faktors  z.B. Cu-Ionen  an der Interaktion, der
bei den von M. Kuschel (1999) durch-geführten Experimenten aus unbekannten Gründen
limitierend war, zurückzuführen. Die Daten der vorliegenden Arbeit können als weiterer
Hinweis auf eine Interaktion von Sco2p mit Cox17p gewertet werden.
(d) Neben der Homomerisierung von Sco1p konnte eine Homomerisierung von Sco2p
sowie die Bildung von Sco1p/Sco2p-heteromeren Komplexen in vitro gezeigt werden
(3.4.4). Interessanterweise ließ sich die Heteromerisierung im Vergleich zur
Homomerisierung beider Proteine stärker nachweisen (in allen Fällen erfolgte der
Nachweis mit Hilfe das HA-Ak, so dass die Signalintensitäten vergleichbar sind).
Auf eine Komplexbildung von Sco1p und Sco2p deuten auch Daten der Two Hybrid-
Analyse hin (Kuschel, 1999). Wie bereits erwähnt, kann jedoch aufgrund nicht
eindeutiger Ergebnisse von Coimmunpräzipitationsexperimenten keine Aussage über die
Situation in vivo getroffen werden. Es wäre jedoch möglich, dass in vivo Sco1p/Sco2p-
Heteromere die überwiegende Form darstellen. Das würde bedeuten, dass in einer sco2-
Nullmutante, in der 88 % COX-Aktivität gemessen wurde, Sco1p-Homomere die
Funktion der Sco1p/Sco2p-Heteromere erfüllen. Somit könnte Sco1p den Ausfall von
Sco2p kompensieren. Denkbar wäre aber auch, dass Sco1p-Homomere und
Sco1p/Sco2p-Heteromere nebeneinander vorliegen  ob und worin sich diese funktionell
unterscheiden, wäre unklar. Möglicherweise variiert ihr Verhältnis in Abhängigkeit von
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den Erfordernissen der Zelle, was einen Mechanismus zur Anpassung an verschiedene
Umweltbedingungen darstellen könnte.
In einer sco1-Nullmutante könnten sich theoretisch nur Sco2p-homomere Komplexe
formieren. Da Sco2p den Ausfall von Sco1p nicht ausgleichen kann  das hydrophobe
Segment von Sco2p kann beispielsweise nicht die Funktion der essenziellen
Membrandomäne von Sco1p erfüllen (4.1) - dürften solche Komplexe nicht funktionell
sein. Möglicherweise werden sie zumindest in der wt-Situation in vivo gar nicht gebildet,
um Sco2p-Moleküle nicht für eine Interaktion mit Sco1p zu blockieren. Denkbar wäre,
dass das aufgrund unterschiedlicher Affinitäten der Monomere zueinander geschieht:
Sco2p würden eine höhere Affinität zu Sco1p als zu Sco2p aufweisen, damit wäre die
Ausbildung von Sco1p/Sco2p-Komplexen gegenüber der Formierung von Sco2p-
Homomeren bevorzugt.
Da der Ausfall von Sco2p keine Auswirkung auf die Verwertung nicht-fermentierbarer
C-Quellen hat, wäre zu erwarten, dass sich Sco1p-Homomere eher genauso gut bilden
könnten wie Sco1p/Sco2p-Heteromere. Die Ergebnisse der in vitro-Bindungstests
sprechen allerdings nicht dafür. Das kann jedoch folgende Ursache haben: im
eingesetzten mt Lysat könnte der überwiegende Teil von Sco1p bereits als homomerer
Komplex vorliegen (Sco2p war in diesem Lysat nicht vorhanden) und geht deshalb keine
Interaktion mit GST-Sco1p(C) ein.
Neben Unterschieden in der Affinität der Monomere zueinander könnten weitere
unbekannte Regulationsmechanismen in der Zelle die Ausbildung funktionsloser Sco2p-
Oligomere unterbinden. Ein Beispiel für die selektive Ausbildung bestimmter oligomerer
Komplexe stellen die plastidären Phosphorylase-Isozyme der Kartoffel dar: Pho1a und
Pho1b sind zu ca. 80 % homolog (Sonnewald et al., 1995). In vivo liegen in bestimmten
Zelltypen des Blattes Pho1a/Pho1b-Heterodimere vor, in anderen Blatt-Zellen sowie in
der Knolle können Pho1a-Homodimere nachgewiesen werden. Pho1b-Homodimere
wurden in der Kartoffel nicht detektiert, obwohl bei heterologer Expression in E. coli
auch Pho1b in der Lage ist, Homodimere auszubilden (Albrecht et al., 1998). Es wird
angenommen, dass in den Blatt-Zellen, die nur Pho1a/Pho1b-Heterodimere enthalten,
(unbekannte) Mechanismen die Ausbildung dieser Heterodimere erleichtern und die
spontane Bildung von Pho1a- bzw. Pho1b-Homodimeren verhindern (Albrecht et al.,
1998). Da in vivo zumindest auch Pho1a-Homodimere ausgebildet werden, handelt es
sich dabei vermutlich nicht um Prozesse, die auf Unterschieden in der Affinität der
Monomere zueinander basieren.
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Im Rahmen der Diskussion zu den Sco1p/Sco2p-Chimären hyb10 und hyb11 (S. 106)
wurde vorgeschlagen, dass sowohl der N-terminal als auch der C-terminal vom TM-
Segment gelegene Bereich von Sco1p an der Vermittlung einer bestimmten Funktion,
z.B. einer Interaktion, beteiligt sein könnte und dass möglicherweise Sco2p keine oder
nur eine sehr geringe Affinität zu diesem Protein aufweist. Es wäre vorstellbar, dass es
sich bei dieser Interaktion um die Homomerisierung von Sco1p bzw. die
Heteromerisierung von Sco1p und Sco2p handelt: die für die Funktionalität essenzielle
Oligomerbildung kann noch (vermutlich ineffizienter) erfolgen, wenn nur ein Teil von
Sco1p stammt (hyb5 und hyb7), jedoch nicht mehr, wenn kein Teil von Sco1p stammt
(Sco2p, hyb10, hyb11). Abb. 38 demonstriert dieses Szenario am Beispiel von
Sco1p/Sco2p-Heterodimeren.
Abb. 38: Potenzielle Ausbildung von Sco1p/Sco2p-Heterodimeren aus wt- und chimären
Proteinen
Möglicherweise exisitieren in vivo Sco1p/Sco2p-Heterodimere, an deren Ausbildung beidseitig
vom TM-Segment liegende Bereiche von Sco1p und Sco2p beteiligt sind. Die Ausbildung von
Sco2p-Homodimeren könnte in vivo unterbunden werden  z.B. dadurch, dass Sco2p eine hohe
Affinität zu Sco1p (symbolisiert durch einen breiten Balken), aber nur eine geringe Affinität zu
Sco2p (symbolisiert durch einen schmalen Balken) aufweist. Denkbar wäre, dass bei
Sco1p/Sco2p-Chimären, bei denen nur ein Bereich von Sco2p stammt, die Dimerbildung mit
Sco2p noch aufrechterhalten werden kann (hyb5 und hyb7), jedoch nicht mehr bei Chimären, bei
denen beide an der Dimerisierung beteiligten Bereiche von Sco2p stammen (hyb10 und hyb11).
GR20-Transformanden, die hyb5 oder hyb7 exprimieren, können auf nicht-fermentierbarem
Medium wachsen im Gegensatz zu GR20-Transformanden, die hyb10 oder hyb11 exprimieren.
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Die Ergebnisse der Expressionsanalyse (3.2.3) zeigen, dass weder die Konzentration von
Sco2p noch von Sco1p in Abhängigkeit von der Cu-Konzentration variiert.
Übereinstimmend wurde mittels DNA-Microarray-Technology gezeigt, dass die
Expression von Sco1p, Sco2p sowie von anderen Cu-Chaperonen in S. cerevisiae nicht
durch die Cu-abhängigen Transkriptionsaktivatoren Mac1p und Ace1p reguliert wird
(Gross et al., 2000).
Die Daten der Expressionsanalyse demonstrieren außerdem, dass Sco2p unter
vielfältigen Wachstumsbedingungen gleichbleibend synthetisiert wird. Somit liegt neben
Sco1p ein Protein mit sehr ähnlichen Eigenschaften in den Mitochondrien vor, das aber
für die Aufrechterhaltung der Atmung nicht essenziell ist. Es stellt sich daher die Frage,
ob Sco2p eine (nicht-essenzielle bzw. nur unter extremen Bedingungen essenzielle) Rolle
im mt Cu-Metabolismus besitzt oder ob es überflüssig ist. Die Hefe
Schizosaccharomyces pombe, ein vergleichbar komplexer Organismus, besitzt nur ein
Sco-Protein. Es kann vermutet werden, dass SCO2 durch eine Genduplikation, die nach
der Trennung der Linien von S. cerevisiae und S. pombe erfolgte, entstanden ist.
Einige experimentelle Daten deuten darauf hin, dass Sco2p in S. cerevisiae eine Funktion
besitzt (die möglicherweise zumindest unter den getesteten Bedingungen (3.2.1) von
Sco1p erfüllt werden kann):
(a) Erste Coimmunpräzipitationsexperimente, die jedoch einer Bestätigung bedürfen,
geben Anlass zu der Vermutung, dass Sco2p auch in vivo mit Cox2p in Wechselwirkung
tritt (3.4.3) - möglicherweise als Sco1p/Sco2p-Heteromer.
(b) In der sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 kann kein Cox2p nachgewiesen werden,
während in der sco1-Nullmutante GR20 ein geringer Prozentsatz von Cox2p detektiert
wird (3.2.2). AR2 ist durch Deletion des SCO2-ORF in GR20 (∆sco1) entstanden
(2.3.15.2), somit können stammspezifische Unterschiede nicht die Ursache für diese
Beobachtung sein. Vielmehr scheint Sco2p für die Stabilisierung der Cox2p-Moleküle in
GR20  möglicherweise durch eine direkte Interaktion - verantwortlich zu sein.
(c) Im Rahmen dieser Arbeit wurden sco1-Allele (SCO1(∆2-32); tsC) bzw. SCO1/SCO2-
Chimäre (hyb5) identifiziert, die die sco1-Nullmutante GR20, nicht jedoch die
sco1/sco2-Doppelnullmutante AR2 funktionell komplementieren (3.2.5). Die plausibelste
Erklärung für diese SCO2-abhängige Komplementation ist das Vorliegen von
Sco1p/Sco2p-Heteromeren als überwiegende Form in vivo. Die Kompensation des
Ausfalls von Sco2p durch die Bildung von Sco1p-Homomeren kann möglicherweise
unter bestimmten Bedingungen nicht mehr erfolgen, z.B. wenn im Vergleich zum Wt nur
ein geringer Prozentsatz an Sco1p vorhanden ist, wie es für Sco1p(∆2-32) gezeigt wurde
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(3.1.3) und für tsC vermutet wird (3.1.1). Beim Chimär hyb5 befindet sich die
Übergangsstelle von der Sco1p- zur Sco2p-Sequenz kurz hinter der vermutlich für
Struktur und Funktion kritischen Region (s. Diskussion zu hyb4), die sich nahtlos an das
TM-Segment anschließt (3.2.4). Es wäre denkbar, dass in AR2 die Homomerisierung
dieses Proteins, die essenziell für die Erfüllung der Funktion sein könnte, aufgrund einer
veränderten Struktur beeinträchtigt ist. Sco2p könnte durch eine Interaktion stabilisierend
wirken, so dass die Formierung von funktionellen hyb5/Sco2p-Heteromeren (in GR20),
jedoch nicht von hyb5-Homomeren (in AR2) erfolgen könnte.
4.3 senC aus Rhodobacter capsulatus
Aufgrund ihrer As-Sequenz wurden etliche potenzielle Sco-Proteine in Prokaryoten
identifiziert. Für zwei dieser Proteine konnte bei ihrem Ausfall eine Beeinträchtigung der
COX-Aktivität gezeigt werden: YpmQ aus Bacillus subtilis (Mattatall et al., 2000) und
senC aus Rhodobacter capsulatus (Buggy und Bauer, 1995). Interessanterweise fehlt
beiden Proteinen der N-terminal vom TM-Segment gelegene Bereich, was ein Indiz dafür
sein könnte, dass die eukaryotischen Sco-Proteine (eine) zusätzliche Funktion(en)
erfüllen.
In dieser Arbeit wurde getestet, ob senC die sco1-Nullmutante GR20 funktionell
komplementieren kann. In der Literatur werden Beispiele für die Komplementation einer
S. cerevisiae-Mutante durch ein Gen aus R. capsulatus beschrieben: so konnte das für
eine Solanosyl-Diphosphat-Synthase codierende Gen aus R. capsulatus nach Fusion mit
dem Teil des COQ1-Gens aus S. cerevisiae, der für die mt Präsequenz der Hexaprenyl-
Diphosphat-Synthase codiert, einer coq1-Disruptante Atmungskompetenz vermitteln
(Okada et al., 1997). SenC erwies sich jedoch selbst als Chimär mit verschiedenen
Bereichen von Sco1p aus S. cerevisiae als nicht funktionell in GR20 (3.3.2). Dafür gibt
es zwei Erklärungsmöglichkeiten:
(a) senC ist ein Funktionshomologes, kann aber aus folgenden Gründen Sco1p in S.
cerevisiae nicht ersetzen: Die Konstruktion der chimären Proteine könnte eine inkorrekte
Faltung verursachen. Den Chimären könnten topogene Signale fehlen (z.B. ScRc4  vgl.
3.3.2). Möglicherweise erfüllen die Sco-Proteine in eukaryotischen Zellen zusätzliche
Funktionen, da z.B. durch die Existenz der kerncodierten UE der Prozess der COX-
Assemblierung viel komplexer ist. Außerdem gibt es bisher keinen Hinweis auf die
Existenz von Cox17p-Homologen in prokaryotischen Organismen.
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(b) senC hat eine andere Funktion als Sco1p. Dafür spricht einerseits, dass die COX in R.
capsulatus kein CuA-Zentrum besitzt (Gray et al., 1994) und andererseits, dass senC in
einem Cluster von Genen liegt, die die Expression von Photosynthese-Genen regulieren
(Buggy und Bauer, 1995).
Folgende Argumente sprechen allerdings dafür, dass senC trotz des Sachverhaltes, dass
es GR20 nicht funktionell komplementieren kann, ein Funktionsanaloges von Sco1p ist:
Die Disruption von senC in R. capsulatus beeinträchtigt stark die COX-Aktivität (Buggy
und Bauer, 1995). Die Identität zur Sco1p-Sequenz beträgt ab As 68 von Sco1p ca. 30 %
(Buggy und Bauer, 1995).
4.4 Möglicher Wirkmechanismus von Sco1p/Sco2p in S. cerevisiae
Im folgenden Abschnitt sollen die Daten dieser Arbeit mit derzeit aus der Literatur
verfügbaren sowie weiteren aktuellen Befunden in Einklang gebracht werden.
Sco1p ist das Cu-Chaperon, das Cu auf Cox2p transferiert
Mehrere Gründe sprechen dafür, dass Sco1p als Cu-Chaperon agiert, das Cu auf Cox2p
transferiert. Sco1p geht eine Wechselwirkung mit Cox2p ein. Im Thioredoxin-
Aktivitätstest zeigte Sco1p keine Aktivität als Disulfid-Reduktase, somit liegt die
Aufgabe von Sco1p offensichtlich nicht in der Reduktion der Cysteinreste des CuA-
Zentrums. Neueste Daten demonstrieren eine Bindung von Cu an Sco1p aus S. cerevisiae
in einer 1:1-Stöchiometrie; es konnte gezeigt werden, dass das CXXXC-Motiv an der
Cu-Bindung beteiligt ist (T. Nittis und D. Winge, persönliche Mitteilung).
Die Insertion von Cu in das CuA-Zentrum könnte folgendermaßen ablaufen: Cox17p
importiert Cu aus dem Cytosol in den IMS. Während einer transienten Interaktion
überträgt es Cu auf Sco1p. Cu-beladenes Sco1p geht eine transiente Interaktion mit Cu-
freiem Cox2p ein und transferiert Cu ins CuA-Zentrum. Cu-gebundenes Cox2p löst sich
aufgrund allosterischer Konformationsänderungen von Sco1p und geht keine erneute
Interaktion mit Sco1p ein.
Die Cu-Ionen passieren also im IMS insgesamt drei Metallbindungsstellen. Diese sollten
geringe Unterschiede in ihren Bindungskonstanten aufweisen, so dass die Affinität zu Cu
von einer zur anderen Bindungsstelle zunimmt. Im CuA-Zentrum schließlich werden die
Cu-Ionen fest gebunden. Wie erfolgt der Transfer der Cu-Ionen von einer zur nächsten
Bindungsstelle? Für Atx1p wurde das in Abb. 39 dargestellte Ligandentransfermodell
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vorgeschlagen (Pufahl et al., 1997), das durch Daten einer Kristallstruktur-Analyse von
Hah1p unterstützt wird (Wernimont et al., 2000):
Die Interaktion von Cu-Chaperon und Rezipientenprotein bringt die Cu-Bindungsstellen
beider Proteine in räumliche Nähe, dadurch nimmt der Cu-Chaperon-Cu1+-Komplex eine
digonal koordinierte Cu1+-Geometrie an (Abb. 39, A). Nach dem Andocken beider
Proteine liefert ein Cu-Ligand des Rezipientenproteins eine dritte Bindung an Cu1+ , ein
intermediärer trigonal koordinierter Chaperon-Cu1+-Rezipienten-Komplexes entsteht
(Abb. 39, B). Es schließt sich eine Serie von Ligandenaustausch-Reaktionen an, durch
die es zur vorübergehenden Bildung von digonal und trigonal koordinierten
Intermediaten kommt (Abb. 39, C und D). Schließlich liegt Cu1+ in digonal koordinierter
Geometrie am Rezipientenprotein gebunden vor (Abb. 39, E) und das Chaperon löst sich
ab. Der Cu-Transfer basiert auf der Diffusion von Cu1+ von einer zur anderen
Bindungsstelle aufgrund geringer Differenzen in den Bindungskonstanten der beteiligten
Cu1+ -Domänen (Pufahl et al., 1997).
Abb. 39: Ligandentransfermodell nach Pufahl et al. (1997)
Schematische Darstellung des von Pufahl et al. (1997) für den Cu-Transfer von Atx1p auf
Ccc2p vorgeschlagenen Ligandentransfermodells (Erläuterungen siehe Text).
Übereinstimmend mit solch einer Vorstellung konnte eine Interaktion zwischen Cox17p
und Sco1p sowie zwischen Sco1p und Cox2p gezeigt werden.
Allerdings deuten Hinweise auf eine Interaktion zwischen Cox17p und Cox2p an, dass
möglicherweise ein Cu-Transfer von Cox17p auf Cox2p unabhängig von Sco1p bzw.
Sco2p stattfindet: Im Two-Hybrid-System wurde diese Interaktion sowohl für S.
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cerevisiae (Kuschel, 1999) als auch für H. sapiens gezeigt (Larin et al., 1999). Außerdem
erfolgte ein schwacher Nachweis dieser Interaktion im in vitro-Bindungsstest (3.4.2). Da
in allen genannten Fällen die Interaktion unter unphysiologischen Bedingungen detektiert
wurde, können falsch-positive Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden. Die folgenden
Argumente sprechen gegen einen direkten Cu-Transfer von Cox17p auf Cox2p: Sco1p ist
essenziell für einen funktionsfähigen COX-Komplex, im Gegensatz zu Cox17p kann der
Ausfall von Sco1p nicht durch ein erhöhtes Cu-Angebot kompensiert werden. In
Prokaryoten wurden keine homologen Proteine zu Cox17p, jedoch zu Sco1p identifiziert.
Das spricht dafür, dass die Aufgabe von Cox17p in Eukaryoten lediglich der Import von
Cu in die Mitochondrien ist, während Sco1p für die Insertion von Cu in den COX-
Komplex notwendig ist.
Es wäre aber durchaus denkbar, dass der Cu-Transfer von Cox17p über Sco1p auf Cox2p
sehr rasch erfolgt und deshalb die drei Proteine gleichzeitig einen transienten Komplex
bilden.
Um zu zeigen, dass Sco1p tatsächlich Cu auf Cox2p überträgt, könnte in vitro getestet
werden, ob ein direkter Cu-Transfer von gereinigtem Cu-beladenem Sco1p auf
gereinigtes Cu-freies Cox2p erfolgt. Derartige Experimente demonstrierten den direkten
Cu-Transfer von Atx1p auf Ccc2p (Huffman und OHalloran, 2000) bzw. von Hah1p auf
WND (S. Lutsenko, persönliche Miteilung).
Interessant ist auch die Frage, ob die Cu-Anheftung an bereits assembliertes oder an noch
nicht assembliertes Cox2p erfolgt. In S. cerevisiae Stämmen, in denen COX10 (Nobrega
et al., 1990) oder COX11 (Tzagoloff et al., 1990) deletiert wurde, ist trotz einer normalen
Synthese der mt codierten COX-UE eine nahezu komplette Abwesenheit von Cox1p im
Gegensatz zu einer unbeeinträchtigten Konzentration an Cox2p zu beobachten. Cox10p
und Cox11p sind Assemblierungsfaktoren, für die eine Rolle in der Synthese/Anheftung
der prosthetischen Gruppen an Cox1p angenommen wird (Tzagoloff et al., 1993; Hiser et
al., 1999). Der Phänotyp von cox10- und cox11-Mutanten macht deutlich, dass die
Stabilität von Cox2p nicht von der Anwesenheit von Cox1p abhängt. Studien der
Assemblierung des COX-Komplexes in humanen Zellkulturen zeigten, dass dieser
Prozess mit der Assoziation von UE I mit UE IV beginnt und erst in einem nächsten
Schritt UE II zusammen mit UE III und dem überwiegenden Teil der kerncodierten UE
assembliert werden. Dabei wurden keine Subkomplexe detektiert, die UE II, aber nicht
UE I enthielten (Nijtmans et al., 1998). Falls diese Daten auf S. cerevisiae übertragen
werden können, bedeutet das, dass in der Zelle unassembliertes Cox2p vorliegen kann
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(z.B. in ∆cox10- bzw. ∆cox11-Stämmen). Da Cu-freies Cox2p instabil ist (Speno et al.,
1995), liegt somit die Vermutung nahe, dass die Cu-Insertion in Cox2p vor der
Assemblierung erfolgt. Andererseits könnte in solchen Stämmen Cox2p in Cu-freier
Form von anderen Proteinen gebunden und dadurch stabilisiert werden. Das könnten
COX-Assemblierungsfaktoren oder der Prohibitin-Komplex sein, der vermutlich als
membran-assoziiertes Chaperon agiert und für den eine Bindung und Stabilisierung von
Cox2p gezeigt wurde (Nijtmans et al., 2000). Die Bestimmung des Cu-Status von Cox2p
in ∆cox10- bzw. ∆cox11-Stämmen könnte die Frage klären, ob Cu in unassembliertes
Cox2p inkorporiert wird.
Mögliche Rolle der Sco1p-homomeren bzw. Sco1p/Sco2p-heteromeren Komplexe
Bei den vorangegangenen Betrachtungen wurde außer acht gelassen, dass Sco1p in vivo
als homomerer bzw. heteromerer Komplex mit Sco2p vorliegen könnte. Die funktionelle
Relevanz dieser oligomeren Komplexe ist unklar - darüber könnte die Identifizierung von
Mutanten, die in dieser Komplexbildung gestört sind, Aufschluss geben. Ebenfalls offen
bleibt vorerst die Frage, ob Sco1p (bzw. Sco2p) als Monomer oder als Oligomer mit
Cox17p oder Cox2p interagiert bzw. Cu bindet.
Worin könnte die Bedeutung der Ausbildung oligomerer Komplexe liegen? Eine
Möglichkeit wäre, dass Sco1p als Homo- bzw. Heterodimer zwei Cu-Ionen bindet, die
dadurch gleichzeitig in das binukleäre CuA-Zentrum transferiert werden könnten. Die
Tatsache, dass die Homo- bzw. Heteromerisierung sowohl im Two-Hybrid-System
(Kuschel, 1999) als auch in vitro (diese Arbeit) nur schwach nachweisbar war, könnte
andererseits darauf hindeuten, dass es sich nicht um stabile Komplexe handelt, sondern
dass Sco1p (bzw. Sco2p) vielmehr in einem Monomer/Dimer-Gleichgewicht vorliegen
könnte. Der Übergang zwischen beiden Formen könnte essenziell für den
Wirkmechanismus sein: Sco1p (bzw. Sco2p) bindet vermutlich transient Cu bzw.
interagiert wahrscheinlich ebenfalls transient mit Cox17p und Cox2p. Die zeitweilige
Formierung von Dimeren könnte unspezifische Reaktionen der in diese transienten
Bindungen involvierten As bzw. Proteinbereiche verhindern, wenn sie unbesetzt
vorliegen.
Das Cu-Chaperon von SOD1 (CCS) liegt vermutlich in einem Monomer/Dimer-
Gleichgewicht vor (Hall et al., 2000). Es gibt unterschiedlichen Auffassungen darüber,
ob es als Dimer mit einem SOD1-Dimer interagiert (Hall et al., 2000) oder aber als
Monomer mit einem SOD1-Monomer einen heterodimeren Komplex ausbildet (Falconi
et al., 1999). Daher ist die Bedeutung der CCS-Dimere für die Funktion ebenfalls noch
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ungeklärt. In letzterem Fall könnte aber vermutet werden, dass CCS Homodimere bildet,
wenn es nicht mit seinem Zielprotein SOD1 interagiert.
Ist Sco1p auch an der Insertion von Cu in Cox1p beteiligt?
Vom Ausfall von Sco1p sind sowohl Cox1p als auch Cox2p betroffen: beide werden
nach ihrer Synthese rasch degradiert (Krummeck und Rödel, 1990). Unklar ist, ob der
Abbau von Cox1p direkt durch die Abwesenheit von Sco1p verursacht wird oder eine
Folge des Fehlens von Cox2p ist. Letzteres wäre denkbar, da mehrere Beispiele belegen,
dass der Ausfall von Cox2p einen erhöhten turn over von Cox1p bedingen kann (z.B.
Steinrucke et al., 1991; Cao et al., 1992; Hell et al., 2000). Es stellt sich also die Frage,
ob Sco1p (bzw. Sco2p) auch an der Formierung des CuB-Zentrums beteiligt ist.
Neueste Daten sprechen dafür, dass zumindest in Rhodobacter sphaeroides Cox11p das
Cu-Chaperon des CuB-Zentrums sein könnte. Aufgrund der Konservierung der Cox11-
Proteine und des Phänotyps kann dies auch für S. cerevisiae angenommen werden. Die
Funktion von Cox11p als Cu-Chaperon des CuB-Zentrums schließt jedoch nicht eine
Beteiligung von Sco1p (bzw. Sco2p) an der Cu-Insertion in Cox1p aus.
Cox11p ist in die IM integriert (Tzagoloff et al., 1990). Durch das TMHMM-
Programm (Sonnhammer et al., 1998) wird vorhergesagt, dass Cox11p mit einem im N-
terminalen Drittel des Proteins befindlichen TM-Segment in der IM verankert wird und
dass der größere C-terminale Anteil in den IMS ragt. Dieser Teil enthält das unter den
Cox11p-Homologen konservierte CFCF-Motiv, das potenziell an einer Cu-Bindung
beteiligt sein könnte (Hiser et al., 1999). In Domäne III von CCS ist ein CXC-Motiv für
die Bindung von Cu verantwortlich (Schmidt et al., 1999; Eisses et al., 2000). Es wäre
denkbar, dass Cox11p unabhängig von Sco1p (bzw. Sco2p) Cu von Cox17p übernimmt
und auf Cox1p überträgt. Obwohl das CuB-Zentrum im Membran-Bilayer eingebettet
ist, wäre eine Insertion von Cu vom IMS aus vorstellbar, da CuB unweit der zum IMS hin
orientierten Membranoberfläche liegt. Außerdem befinden sich zwei der drei an der
Ligandierung von CuB beteiligten As (H290 und H291) im IMS-seitigen Bereich zwischen
TM-Helix 7 und 8, nur H241 ist Teil der TM-Helix 6 (Tsukihara et al., 1995; Lemaire et
al., 1998).
Alternativ wäre vorstellbar, dass Cox11p Cu von Sco1p (bzw. Sco2p) übernimmt und auf
Cox1p überträgt. Nicht auszuschließen ist außerdem, dass es selbst gar nicht Cu bindet,
sondern lediglich die Voraussetzung für eine z.B. von Sco1p (bzw. Sco2p) vermittelte
Cu-Insertion in das CuB-Zentrum schafft.
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Was spricht für eine Beteiligung von Sco1p ( bzw. Sco2p) an der Insertion von Cu in
Cox1p?
cox17-Mutationen können durch Überexpression von Sco1p bzw. Sco2p supprimiert
werden (Glerum et al., 1996b). Dabei kann vermutet werden, dass Sco1p bzw. Sco2p
nach der Synthese im Cytosol selbst Cu binden und in den IMS transportieren oder aber
dass Cu mit geringer Affinität durch andere Metalltransporter in den IMS gebracht wird
und aufgrund der erhöhten Bindungskapazität durch Überexpression von Sco1p bzw.
Sco2p aufgefangen wird. In beiden Fällen kann Cox11p, falls es selbst Cu bindet, Cu
nicht von Cox17p übernehmen, sondern von Sco1p bzw. Sco2p - das impliziert, dass der
Cu-Transfer im Wt auch via Sco1p (bzw. Sco2p) abläuft. Erklärbar wäre die
Beobachtung von Glerum et al. (1996b) auch, wenn Sco1p (bzw. Sco2p) Cu direkt unter
der Assistenz von Cox11p auf Cox1p transferiert.
Die COX in R. capsulatus weist kein CuA-Zentrum auf. Falls senC ein
Funktionsanaloges von Sco1p ist (4.3), könnte es an der Insertion von Cu in das CuB-
Zentrum beteiligt sein. In diesem Fall wäre auch für Sco1p aus S. cerevisiae neben der
Cu-Insertion in das CuA-Zentrum eine Beteiligung an der Formierung des CuB-Zentrums
zu vermuten. Entgegen dieser Überlegung schlagen Mattatall et al. (2000) jedoch vor,
dass das Sco1p-Homologe YpmQ in Bacillus subtilis ausschließlich in die
Assemblierung des CuA-Zentrums involviert ist. B. subtilis exprimiert neben der
Cytochrom c Oxidase mit einem CuA- und CuB-Zentrum eine Menaquinol Oxidase, die
ein CuB-, aber kein CuA-Zentrum aufweist (Santana et al., 1992). Da die Disruption von
YpmQ zu COX-Defizienz führt, während die Menaquinol Oxidase davon unbeeinflusst
bleibt, schlussfolgerten Mattatall et al. (2000), dass YpmQ nicht an der Rekrutierung des
CuB-Zentrums der COX beteiligt ist. Es wäre aber auch denkbar, dass die Formierung
des CuB-Zentrums der Menaquinol-Oxidase unabhängig von der COX durch ein anderes
Protein erfolgt.
Schließlich wurden sco1-Mutanten beschrieben, in denen im Gegensatz zur sco1-
Nullmutante Cox1p nachweisbar ist: das sco1-1-Allel in MK20 (Schulze und Rödel,
1988) und, zumindest unter den Versuchsbedingungen von Dickinson et al. (2000), das
für Sco1p(S240F) codierende Allel. Derzeit kann nicht entschieden werden, ob die
erhöhte Stabilität von Cox1p in diesen Mutanten durch die Anheftung von Cu, durch eine
Interaktion mit dem entsprechenden Sco1-Mutantenprotein oder einen sekundären Effekt
bewirkt wird.
Diese Beobachtungen deuten an, dass Sco1p (bzw. Sco2p) in einer unbekannten Weise
an der Formierung des CuB-Zentrums von Cox1p beteiligt ist. Es kann ein
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Zusammenwirken mit Cox11p vermutet werden. Eine Möglichkeit wäre, dass Cox11p
mit dem CFCF-Motiv Cu bindet und down-stream von Sco1p (bzw. Sco2p) wirkt.
Möglicherweise agieren Sco1p und Cox11p so, wie es für die Domänen I und III von
CCS angenommen wird: Domäne I fängt Cu und transferiert es auf Domäne III, die es
in SOD1 inseriert (Eisses et al., 2000). Eine solche Vorstellung impliziert, dass sich
Sco1p (bzw. Sco2p) und Cox11p in räumlicher Nähe befinden, möglicherweise sogar
direkt interagieren, was experimentell überprüft werden sollte.
Unter dieser Annahme würde Sco1p (bzw. Sco2p) Cu auf zwei Proteine übertragen -
Cox2p und Cox11p - was den Vorteil einer koordinierten Cu-Insertion in Cox1p und
Cox2p bieten könnte. Es stellt sich jedoch die Frage, ob dies möglich ist, da für die
bisher charakterisierten Cu-Chaperone eine absolute Spezifität für ihr Zielprotein
beschrieben wurde (Harrison et al., 2000). Die Beobachtung, dass Hah1p, welches Cu
auf WND/MNK transferiert, zumindest unter den Bedingungen des Two-Hybrid-Systems
auch mit hCox17p interagiert (Larin et al., 1999), könnte darauf hindeuten, dass die Cu-
Transportwege in der Zelle doch flexibler sind als bislang angenommen. Unter diesen
Umständen wäre ein Cu-Transfer von Sco1p (bzw. Sco2p) auf zwei verschiedene
Proteine denkbar.
Wäre Sco1p/Sco2p an der Insertion von Cu sowohl in Cox1p als auch in Cox2p beteiligt,
könnte vermutet werden, dass dies in einem Stadium der COX-Assemblierung geschieht,
in dem sich beide COX-UE bereits in räumlicher Nähe zueinander befinden.
Experimente unter Verwendung der Blue native gel electrophoresis lieferten keinen
Hinweis auf eine permanente Assoziation von Sco1p mit dem COX-Komplex (L.
Nijtmans, persönliche Mitteilung). Allerdings kann aufgrund der für dieses Experiment
gewählten stringenten Bedingungen eine transiente und/oder lockere Assoziation nicht
ausgeschlossen werden.
Vorläufige Daten von T. Nittis und D. Winge (persönliche Mitteilung) besagen, dass sich
Sco1p nach Lyse von Mitochondrien mit dem Detergenz Triton X-100 in einem höher-
molekularen Komplex nachweisen lässt. Die Größe des Komplexes verändert sich nicht
nach Präparation aus Mitochondrien, die kein Cox2p exprimieren. Diese Beobachtung
deutet an, dass Sco1p und Cox2p nicht in einem stabilen Komplex vorliegen, und
entspricht damit einer Funktion von Sco1p als Cu-Chaperon von Cox2p. Möglich wäre,
dass dieser Sco1p-enthaltende Komplex aus verschiedenen COX-Assemblierungs-
faktoren besteht und einer koordinierten und effizienten Assemblierung der COX dient.
Interessant wäre zu prüfen, ob unter weniger stringenten Bedingungen mit Hilfe der
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Blue native gel electrophoresis Sco1p ebenfalls in einem höhermolekularen Komplex
detektiert werden kann.
Abb. 40 fasst die in diesem Abschnitt aufgeführten Beobachtungen zu einem Modell zur
Wirkweise von Sco1p zusammen. Sco1p agiert als Cu-Chaperon der COX -
möglicherweise als (transientes) Homomer bzw. Heteromer mit Sco2p. Es übernimmt im
IMS während einer transienten Interaktion Cu von Cox17p. Ebenfalls im IMS findet der
Cu-Transfer von Sco1p auf das CuA-Zentrum von Cox2p statt, dazu interagieren die im
IMS exponierten C-terminalen Anteile beider Proteine zeitweilig. Möglicherweise
überträgt Sco1p Cu auch auf Cox11p, das potenzielle Cu-Chaperon des CuB-Zentrums
von Cox1p. In diesem Fall wäre eine (transiente) Interaktion von Sco1p und Cox11p
wahrscheinlich. Denkbar wäre, dass Sco1p Teil eines hochmolekularen Komplexes ist,
der beispielsweise noch andere COX-Assemblierungsfaktoren enthalten könnte.
Abb. 40: Modell zur Wirkweise von Sco1p
Die Pfeile symbolisieren den Transfer von Cu, der mit einer transienten Interaktion der
beteiligten Proteine einhergeht. Mit ? sind offene Fragen gekennzeichnet. Das betrifft die
Insertion von Cu in Cox1p sowie die mögliche Assoziation von Sco1p mit unbekannten
Faktoren zu einem hochmolekularen Komplex.
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5 Zusammenfassung
1. Im Mittelpunkt der Untersuchungen dieser Arbeit stand das mitochondriale Sco1p
der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Für diesen Assemblierungsfaktor der
Cytochrom c Oxidase wird eine Beteiligung an der Insertion von Cu in den COX-
Komplex angenommen. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:
Die Analyse von Sco1p-Derivaten, die größere N-terminale Deletionen aufwiesen,
demonstrierte, dass die abspaltbare Präsequenz von Sco1p nicht essenziell für den
Import in die Mitochondrien ist. Dieser Befund spricht für die Existenz eines
(weiteren) mitochondrialen Targetingsignals im Bereich zwischen As 93-295 von
Sco1p.
Der extreme C-Terminus ist nicht essenziell für die Funktion von Sco1p. Da die
sukzessive Deletion von Aminosäuren am C-Terminus eine zunehmend reduzierte
Konzentration der entsprechenden Sco1-Mutantenproteine in der mitochondrialen
Fraktion bedingt, kann für den C-Terminus eine Rolle in der Stabilisierung des
Proteins oder als Importsignal angenommen werden.
Die unter den Sco-Proteinen konservierten Aminosäuren C148 und C152 des CXXXC-
Motivs und H239, für die einerseits eine Beteiligung an der Bindung von Cu und
andererseits eine Rolle im katalytischen Mechanismus der Reduktion von
Disulfidbrücken diskutiert wurde, sind essenziell für die Funktion von Sco1p.
Durch in vitro-Bindungsstudien konnte eine schwache Interaktion von Sco1p mit
Cox17p gezeigt werden. Dieser Befund wird unterstützt durch Daten aus zwei
unabhängigen Analysen unter Verwendung des Hefe-Gal4p-Two-Hybrid-Systems,
die ebenfalls für eine physikalische Interaktion beider Proteine sprechen (Kuschel,
1999; Uetz et al., 2000).
Mittels Coimmunpräzipitation und Affinitätschromatographie konnte eine
Interaktion von Sco1p mit Cox2p nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass der
C-terminale Teil von Cox2p (As 108-351), der im Intermembranraum exponiert ist
und das CuA-Zentrum trägt, mit Sco1p interagiert. Diese Wechselwirkung erfolgt
nicht Cu-abhängig. Nicht-funktionelle Sco1-Mutantenproteine, bei denen die
essenziellen Aminosäuren C148, C152 und H239 gegen andere As ausgetauscht wurden,
sind in ihrer Interaktion mit Cox2p nicht gestört.
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In vitro-Bindungsstudien zeigten außerdem, dass Sco1p homomere Komplexe bildet.
Dafür sprechen auch die im Rahmen einer Two-Hybrid-Analyse erzielten Ergebnisse
(Kuschel, 1999). Die Homomer-Bildung erfolgt Cu-unabhängig. Nicht-funktionelle
Sco1-Mutantenproteine, bei denen C148, C152 und H239 gegen andere As ausgetauscht
wurden, sind noch in der Lage, eine Wechselwirkung mit Sco1p einzugehen.
Die Ergebnisse eines Thioredoxin-Aktivitätstestes sprechen dafür, dass Sco1p nicht
als Disulfid-Reduktase agiert. Somit liegt die Aufgabe von Sco1p vermutlich nicht
darin, - wie von Chinenov (2000) vorgeschlagen - die Cysteinreste im CuA-Zentrum
von Cox2p als Voraussetzung für die Cu-Anheftung zu reduzieren. Der Befund
unterstützt die Theorie, dass Sco1p als Cu-Chaperon fungiert.
2. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in Untersuchungen zum homologen
Sco2p aus S. cerevisiae. Folgende Aussagen können getroffen werden:
Der lediglich mit einem sco2-Disruptionsstamm erzielte Befund von Glerum et al.
(1996b), dass der Ausfall von Sco2p keinen Einfluss auf die Atmungskompetenz hat,
wurde mit einem Stamm, in dem der SCO2-ORF vollständig deletiert wurde,
bestätigt.
Die zusätzliche Deletion von SCO2 in einer sco1-Nullmutante hat im Vergleich zu
einer sco1-Nullmutante einen drastischeren Effekt auf Cox2p: Während in der sco1-
Nullmutante noch ein geringer Prozentsatz an Cox2p detektiert werden konnte,
wurde in der sco1/sco2-Doppelnullmutante kein Cox2p mehr nachgewiesen.
Sco2p weist unter verschiedenen Wachstumsbedingungen (wie Aerobis/Anaerobis,
verschiedene Kohlenstoffquellen, verschiedene Cu-Konzentrationen und
osmotischem Stress) einen konstanten steady-state-Level auf.
Die Konstruktion von Sco1p/Sco2p-chimären Proteinen zeigte, dass der
überwiegende Teil von Sco1p durch die entsprechende Sco2p-Sequenz ersetzt
werden kann. Deshalb kann angenommen werden, dass Sco1p und Sco2p
überlappende Funktionen besitzen.
Das TM-Segment von Sco1p kann nicht durch das potenzielle TM-Segment von
Sco2p ersetzt werden. Das lässt vermuten, dass das TM-Segment von Sco1p neben
der Membranverankerung eine weitere Funktion besitzt.
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In vitro-Bindungsstudien demonstrierten, dass Sco2p wie Sco1p in der Lage ist, mit
Cox17p zu interagieren, eine Wechselwirkung mit Cox2p (As 108-351) einzugehen
sowie homomere Komplexe auszubilden. Außerdem interagiert Sco2p in vitro mit
Sco1p. Für eine Ausbildung Sco1p/Sco2p-heteromerer Komplexe sprechen auch
Daten der von M. Kuschel (1999) durchgeführten Two-Hybrid-Analyse.
Sco2p zeigte wie Sco1p keine Aktivität als Disulfid-Reduktase.
3. Schließlich wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet, ob das prokaryotische
SCO-Homologe senC aus Rhodobacter capsulatus die sco1-Nullmutante GR20
funktionell komplementieren kann:
Das senC-Gen wurde aus dem R. capsulatus-Stamm ATCC 11166 isoliert. Es
wurden Abweichungen zur veröffentlichten Sequenz festgestellt, die sowohl auf
DNA- als auch auf Protein-Ebene ca. 7,5 % betrugen.
Das senC-Protein sowie Chimäre zwischen senC und Sco1p aus S. cerevisiae waren
nicht in der Lage, die sco1-Nullmutante funktionell zu komplementieren.
4. Es wurde ein Modell zur Wirkweise von Sco1p entwickelt: Sco1p fungiert als Cu-
Chaperon  möglicherweise als (transientes) Heteromer mit Sco2p oder als
(transientes) Homomer. Während einer kurzzeitigen Wechselwirkung mit Cox17p,
dem Protein, das Cu vom Cytosol in den Intermembranraum der Mitochondrien
importiert, übernimmt es Cu von diesem. Anschließend transferiert Sco1p Cu auf das
CuA-Zentrum von Cox2p, dazu interagieren die in den Intermembranraum ragenden
C-terminalen Teile beider Proteine transient.
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